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(54) Title: FORMULATIONS AND METHODS FOR ISOLATING NUCXEIC ACIDS FROM ANY COMPLEX STARTING MATERIAL 

AND SUBSEQUENT COMPLEX GENETIC ANALYSIS 

(54) Bezeichnung: FORMUUERUNGEN UND VERFAHREN ZUR ISOLIERUNG VON NUKLEINSAUREN AUS BELIEBIGEN 
KOMPLEXEN AUSGANGSMATERIALIEN UND NACHFOLGENDE KOMPLEXE GENANALYTIK 

(57) Abstract 



The invention relates to formulations without chaotropic components for isolating nucleic acids, notably DNA from any quantity of 
any complex staiting material, by bonding to a solid phase. The formulaticms contain a lysis/bonding buffer system presenting at least 
one antichaotropic salt component, a solid phase and known washing and elution buffers. The lysis/bonding buffer system can be an 
aqueous solution or a solid fomiulation in ready-to-use reaction vessels. As the solid phase any support materials are suitable which are 
used for isolation by means of chaotropic reagents, such as. preferably, glass-fibre matting, glass membranes, silicon supports, ceramic 
materials, zeolites or materials having negatively functionalized surfaces or chemically modified surfaces which can be given a negative 
charge potential. The invention further relates to a method for isolating nucleic acids, notably DNA. from any complex starting materials by 
using the formulations provided for in the invention. Said method is characterized by die following: lysis of the starting material, bonding 
of the nucleic acids to a suppoit material, washing of the nucleic acids bound to said suppon and elution of die nucleic acids. 

(57) Zusammenfossung 

Gegenstand der Erfindung sind Formulierungen ohne chaotrope Bestandteile zur Isolierung von Nukleins&uren unter Bindung an eine 
fcste Phase, insbesondcre von DNA aus beliebigen komplexen Ausgangsmaterialien und Mengen enthaltend ein Lyse/Bindungspuffersystem, 
das mindcslens eine aniichaotrope Salzkomponente aufweist, eine feste Phase und an sich bekannte Wasch- und EhitionspufTer. Das 
Lyse/Bindungspuffersystem kann als wfisserige LOsung voriiegen oder als feste Formulierung in einsatzfertigen Reaktionsgef&ssen. Als 
fcste Phase kdnnen alle Trflgennaterialien fungieren, die zur Isoliening mittels chaotroper Reagentien Anwendung finden. vorzugswelse 
Glasfaservliesc, Glasmembranen. SiliciumtrSger, Keramiken, Zeolithe oder Materialien, die negativ fiinktionalisierte OberflSchen besitzen 
oderchemisch modifizlerte Obeiflfichcn, die in ein negatives Ladungspotential Qberfilhrt werdcn kOnnen. Gegenstand der Erfindung ist femcr 
ein Verfahren zur Isolierung von Nukleinsfiuren, insbesondcre von DNA, aus beliebigen komplexen Ausgangsmaterialien unter Verwendung 
der erfindungsgemassen Fonnulierungen, das durch Lyse des Ausgangsmaterials. Bindung der Nukleinsfluien an ein TVagermaterial, 
Waschung der am Tr&ger gebundenen Nukleinsduien und Ehition der Nukleinsflujen gekennzeichnet ist 



LEDIGUCH ZUR INFORMATION 



Codes zur Identifizierung von PCT*VeTtragsstaaten auf den Kopfb&gen der Schriften, die intemationale Anmeldungen gemSss dem 
PCX verSffentlichen. 



AL 


Albanien 


ES 


Spanien 


LS 


Lesotho 


SI 


Slowenien 


AM 


Annenien 


FI 


Finnland 


LT 


Litaoen 


SK 


Slowakei 


AT 


Ostcmcich 


FR 


Frankreich 


LU 


Luxemburg 


SN 


Senega] 


AU 


Australicn 


GA 


Gabon 


LV 


Lenland 


SZ 


Swasiland 


AZ 


Ascrbaidschan 


GB 


Vereinigtes KOnigretdi 


MC 


Monaco 


TD 


Tschad 


BA 


Bosnien-Hencgowma 


GE 


Geoigicn 


MD 


Republik MoUau 


TG 


Togo 


BB 


Barbados 


GH 


Ghana 


MG 


Madagaskar 


TJ 


Tadschikistan 


BE 


Belgien 


GN 


Guinea 


MK 


Die ehemaJige jugoslawische 


TM 


Tuikmenistan 


BP 


Burkina Fsso 


GR 


GriechailaDd 




Repoblik Mszcdoincn 


TR 


TQilcei 


BG 


Bulgsricn 


HU 


Ungarn 


ML 


Mali 


TT 


Trinidad und Tobago 


BJ 


Benin 


IE 


Trland 


MN 


Mongolei 


UA 


Ukrabe 


BR 


Brasilien 


IL 


Israel 


MR 


Mauietanieo 


UG 


Uganda 


BY 


Belarus 


IS 


Island 


MW 


Malawi. 


US 


Vcrcinigte Staaten voi 


CA 


Kanada 


IT 


Italien 


MX 


Mexiko 




Amerika 


CF 


Zcntralafrikanische Republik 


JP 


Jspsn 


NB 


Niger 


uz 


Usbdcistan 


CG 


Kongo 


KE 


Kenia 


NL 


Niederiande 


VN 


Vicmani 


CH 


Schweiz 


KG 


Kirgisistan 


NO 


NoTwegen 


YU 


Jugoslawieo 


CI 


COte d'Wdre 


KP 


Detnokiuitche Volksrepublik 


NZ 


Neoseeland 


ZW 


Zimbabwe 


CM 


Kamenui 




Korea 


PL 


Pblen 






CN 


China 


KR 


Republik Rosea 


FT 


I\nugal 






CU 


Kuba 


KZ 


Kasachstan 


RO 


RumSnien 






cz 


Tschechtsche Repoblik 


LC 


St. Loda 


RU 


Rossisdie POdendoD 






DB 


Dcutschland 


U 


Uechteostein 


SD 


Sislan 






DK 


DSnemaik 


LK 


Sri Lanka 


SE 


Scfawedeo 






EE 


CsUand 


LR 


Liberia 


SG 


Sn^gapur 







wo 00/34463 



PCT/DE99/02248 



FormulieruDgen und Verfahren zur Isolierung von NukleinsSuren aus beliebigen 
komplexen Ausgangsmaterialien und nachfolgende komplexe Genanaiytik 

Beschreibung 

5 

Gegenstand der Erfindung sind Formulierungen ohne chaotrope Bestandteile zur Isolierung 
von Nukleinsauren unter Bindung an eine feste Phase, insbesondere von DNA aus 
beliebigen komplexen Ausgangsmaterialien und Mengen enthaltend ein 
Lyse/BindungspufTersystem, das mindestens eine antichaotrope Salzkomponente aufweist, 

10 eine feste Phase und an sich bekannte Wasch- und EIutionspufFer. Das 
Lyse/BindungspufTersystem kann als wSsserige LOsung vorliegen oder als feste 
Formulierung in einsatzfertigen Reaktionsgef^en. Als feste Phase kdnnen alle 
Tragermaterialien fungieren, die zur Isolierung mittels chaotroper Reagentien Anwendung 
finden, vorzugsweise Glafaservliese, Glasmembranen, Siliciumtrdger Keramiken, Zeoiithe 

15 oder Materialien, die negativ funktionalisierte Oberfl^chen besitzen oder chemisch 
modiflzierte Oberflachen aufweiscn, die in ein negatives Ladungspotential (iberfUhrt 
werden k6nnen. 

Gegenstand der Erfindung ist femer ein Verfahren zur Isolierung von NukleinsSuren, 
20 insbesondere von DNA, aus beliebigen komplexen Ausgangsmaterialien unter 
Verwendung der erfindungsgemaBen Formulierungen, das durch Lyse des 
Ausgangsmaterial, Bindung der NukleinsSuren an ein Tragermaterial, Waschung der am 
Trager gebundenen Nukleinsauren und Elution der Nukleinsauren gekennzeichnet ist, 
wobei ggf die nachfolgende Amplifikation von ausgewahlten Sequenzabschnitten und ggf 
25 eine nachfolgende Analyse der vervielfaltigten Genabschnitte in ein und der selben 
Reaktionskavitat durchgefuhrt werden kann. Die Anwendungsgebiete der Verfahren sind 
alle mit DNA-lsolierungen sich beschaftigenden Laboratorien, \vie forensische Medizin, 
Lebensmitteldiagnostik, medizinische Diagnostik, Molekularbiologie, Biochemie, 
Gentechnik und alle anderen angrenzenden Gebiete. 

30 

Unter klassischen Bedingungen erfolgt die Isolierung von DNA aus Zellen und Geweben 
dadurch, dafi die Nukleinsauren enthaltenden Ausgangsmaterialien unter stark 
denaturierenden und reduzierenden Bedingungen, teilweise auch unter Verwendung von 
proteinabbauenden Enzymen aufgeschlossen, die austretenden Nukleinsaurefraktionen 
35 iiber Phenol-ZChloroform-Extraktionsschritte gereinigt und die Nukleinsauren mittels 
Dialyse oder Ethanolprazipitation aus der waflrigen Phase gewonnen werden (Sambrook, 
J;, Fritsch, E.F. und Maniatis, T., 1989, CSH, "Molecular Cloning" ). 
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Diese "klassischen Veriahren'' zur Isolienmg von Nukleins&uren aus Zellen und besonders 
aus Geweben sind sehr zeitauiSvendig (teilweise Itoger als 48 h erfordem einen 
erheblichen apparativen Aufwand und sind daruber hinaus auch nicht unter 
Feldbedingungen realisierbar. AuBerdem sind solche Methoden auf Grund der 
verwendeten Chemikalien wie Phenol und Chloroform in einem nicht geringen MaBe 
gesundheitsgef^hrdend. 

Verschiedene alternative Verfahren zur Isolierung von Nukleinsauren aus 
unterschiedlichen biologischen Ausgangsmaterialien ermoglichen die aufsvendige und 
gesundheitsschadigendc Phenol-/Chloroform-E?araktion von Nukleinsauren zu umgehcn 
sowie eine Reduzierung der zeitlichen AuiSvendungen zu enreichen. 

Alle diese Verfahren basieren auf einer von Vogelstein und Gillespie (Proc. Natl. Acad 
Sci. USA, 1979, 76, 615-619) entwickelten und erstmals beschriebenen Methode zur 
praparativen und analytischen Reinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen. Die 
Methode kombiniert die Auflosung der die zu isolierende DNA- Bande enthaltende 
Agarose in einer gesSttigten L6sung eines chaotropen Salzes (NaJ) mit einer Bindung der 
DNA an Glaspartikel. Die an die Glaspartikel fixierte DNA wird anschlieilend mit einer 
Waschlosung (20 mM Tris HCl [pH 7,2]; 200mM NaCl; 2 mM EDTA; 50% v/v Ethanol) 
gewaschen und danach von den Tragerpartikeln abgel5st. 

Diese Methode erfiihr bis heute eine Reihe von Modifikationen und wird zum 
gegenwartigen Zeitpunkt fur unterschiedliche Verfahren der Extraktion und Reinigung von 
Nukleinsauren aus unterschiedlichen Herkunften angewendet (Marko, M.A., Chipperfield, 
R. und Bimboim, H.G., 1982, Anal. Biochem., 121, 382-387). 

DarQber hinaus existieren heute weltweit auch eine Vielzahl von Reagenziensystemen, vor 
allem zur Reinigung von DNA*Fragmenten aus Agarosegelen und fiir die Isolierung von 
Plasmid DNA aus bakteriellen Lysaten, aber auch far die Isolierung von langerkettigen 
Nukleinsauren (genomische DNA, zelluiare Gesamt-RNA) aus Blut, Geweben oder auch 
Zellkulturen . 

Alle diese kommerziell verfugbaren Kits basieren auf dem hinlanglich bekannten Prinzip 
der Bindung von Nukleinsauren an mineralische Trager unter Anwesenheit von Losungen 
unterschiedlicher chaotroper Salze und verwenden als Tragermaterialien Suspensionen 
feingemahlener Glaspulver (z.B. Glasmilk , BIO 101, La Jolla, CA), Diatomenerden 
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(Fa.Sigina) Oder auch Silicagele. (Diagen, DE41 39 664A1). 

Ein filu* eine Vielzahl unterschiedlicher Anwendungen praktikables Verfahren zur 
Isolierung von Nukleinsauren ist in US 5,234,809 (Boom) dargestellt. Dort ist ein 
5 Verfahren zur Isolierung von Nukleinsauren aus nukleinsaurehaltigen Ausgangsmaterialien 
durch die Inkubation des Ausgangsmaterials mit einem chaotropen Puffer und einer DNA- 
bindenden festen Phase beschrieben. Die chaotropen Puffer realisieren sowohl die Lyse 
des Ausgangsmaterials als auch die Bindung der Nukleinsauren an die feste Phase. Das 
Verfahren ist gut geeignet, um Nukleins&uren aus kleinen Probenmengen zu isolieren und 
]0 fmdet speziell m Bereich der Isolierung viraler Nukleinsauren seine praktische 
Anwendung. 

Spezifische Modifikationen dieser Verfahren betreffen den Einsatz von neuartigen 
Tragermaterialien, welche fur bestimmte Fragestellungen applikative Vorteile zeigen 
15 (Invitek GmbH WO-A 95/34569). 

Entscheidende Nachteile von Verfahren der Isolierung von Nukleinsauren aus komplexen 
Ausgangsmaterialien auf der Basis der Inkubation des Ausgangsmaterials mit einem 
chaotropen Puffer und einer festen Phase bestehen aber u.a. darin, daB der durch die 

20 chaotropen Puffer zu realisiercnde ZeliaufschluB nicht fOr alle Materialien einsetzbar ist 
bzw. auch fur grofiere Mengen an Ausgangsmaterialien nur extrem ineffizient und unter 
einem groBen Zeitaufwand funktioniert. Dariiber hinaus sind mechanische 
Homogenisierungsverfahren notwendig, wenn z.B. DNA aus Gewebeproben isoliert 
werden soil. Weiterhin miissen fur verschiedene Fragestellungen auch immer verschieden 

25 hohe Konzentrationen unterschiedlicher chaotroper Puffer eingesetzt werden. Das 
Verfahren ist damit in keiner Weise universell einsetzbar. 

Probleme, die durch eine ggf schwierige Lyse des Ausgangsmaterials entstehen, konnen 
durch eine Reihe von kommerziell verfUgbaren Produkten fur die Nukleinsaureisolierung 

30 (speziell f&r die Isolierung genomischer DNA aus komplexen Ausgangsmaterialien) zwar 
geldst werden, haben aber den groBen Nachteil, daB es sich nicht mehr um ein klassisches 
^Single Tube"- Verfahren handelt, das das Verfahren gemdB US-Patent kennzeichnet, da 
die Lyse des Ausgangsmaterials in einem gebr^uchlichen Puffer unter Einbeziehung eines 
proteolytischen Enzyms erfolgt. Die fur die nachfolgende Bindung der Nukleinsauren an 

35 Z.B. Zentrifugationsmembranen notwendigen chaotropen lonen miissen nach erfolgter 
Lyse dem Lyseansatz extra zugegeben werden. Sie kdnnen aber nicht Bestandteil des 
Lysepuffers sein, da die proteinzerstorende Funktion chaotroper Salze bekannt ist und 
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natOrlich sofort das fiir eine efBziente Lyse notwendige proteolytische Enzym ebenfalls 
zerstdren wtirde. 

Trotz einer Reihe von Nachteilen haben sich deshalb die Methoden der 
5 NukleinsSureisoliening unter der Verwendung chaotroper Salze weltweit durchgesetzt und 
werden mittels kommerziell verfUgbarer Produkte millionenfach eingesetzt. Diese Systeme 
sind extrem einfach in ihrer Durchfuhrung und verfahren immer nach dem Prinzip der 
Lyse des Ausgangsmaterials, der nachfolgenden Bindung der Nukleinsaure an die feste 
Phase einer Glas-oder Silikamembran, welche sich in einem Zentrifugationssaulchen an 
10 einer Tragersuspension befindet, dem Waschen der gebundenen Nukleinsauren und der 
nachfolgenden Elution der Nukleinsauren mit einem Puffer geringer lonenstSrke. 

Alle diese Systeme beruhen auf der Bindung der Nukleinsauren an die jeweiligen 
Trageroberflachen in Anwesenheit chaotroper Salze, d.h. mindestens eine Pufferlosung 
15 enthalt als Hauptkomponente ein chaotropes Salz. Dies betriffl u.U. schon den Lysepuffer 
Oder bei Systemen unter Einbeziehung proteolytischer Enzyme einen notwendigen 
Bindungspuffer, welcher nach der erfolgten Lyse des Ausgangsmaterials zugegeben wird. 

Die Basis fUr chaotrope Salze sind die Reihen von Hoftneister zur Aussalzung von negativ 
20 geladenen, neutralen oder baischen EiwweiBlosungen. Die chaotropen Salze sind dadurch 
charakterisiert, Proteine zu denaturieren, die Losiichkeit unpolarer Substanzen in Wasser 
zu erhGhen sowie hydrophobe Wcchselwirkungen zu zerstoren. Gerade diese 
Eigenschaften bewirken nach dem Stand der Technik auch mit Puffersystemen chaotroper 
Salze die Qbergeordnete Struktur des wassrigen Millieus zu zerstoren um so die Bindung 
25 der Nukleinsauren an ausgewahlte feste Phasen zu vermitteln. Die bekanntesten Vertreter 
zur Nukleinsaureisolierung sind, Natriumperchlorat, Natriumjodid, Kaliumjodid, 
Guanidiniothiocyanat und Guanidinhydrochiorid Sie sind jedoch zum einen kostenintensiv 
und zum anderen teilweise toxisch oder atzend. 

30 Auf diesem Stand der Technik existieren bis zum heutigen Tag eine sehr groBe Anzahl an 
Patentanmeldungen sowie an erteilten Patente, wobei es sich dabei immer um 
Verfahrensvarianten handelt, wie. z.B. die Verwendung neuer Tragermaterialien oder 
effizientere WaschpufFer etc., wobei das Grundprinzip immer die Verwendung chaotroper 
Salze zur Bindung an eine feste Phase aus Silicamaterialien darstellt. 

35 

Das physiko-chemische Prinzip der Bindung von Nukleinsauren an mineralische Trager in 
Anwesenheit chaotroper Salze gilt in der intemationalen Fachwelt als erklart. Die Bindung 
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der Nukleinsduren an die Oberfldchen der mineralischen Tr^ger bestehe in der Stdrung 
Qbergeordneter Strukturen des wSsserigen Millieus, durch welche die Nukleins&uren an die 
Oberlache von mineralischen Materialien, insbesondere von Glas- bzw. Silicapartikeln 
adsorbieren. Zur StOrung der Ubergeordneten Strukturen des v^asserigen Millieus ist inuner 

5 die Anwesenheit chaotroper lonen erforderlich, Bei hohen Konzentrationen der chaotropen 
Salze verlauft die Reaktion fast quantitativ. Aufgrund dieser beschriebenenen physiko- 
chemischen Erkenntnisse geht deshalb die Fachwelt davon aus, daB alle kommerziell 
verfugbaren Systeme zur Isolierung von Nukleinsauren, Pufferkompositionen mit hohen 
lonenstarken chaotroper Salze, fiir die Bindung von Nukleinsauren an eine Nukleinsauren- 

10 bindende feste Phase enthalten mOssen. 



Urn so uberraschender war die erfindungsgemSlQe Erkenntnis, daO Formulierungen, die 
antichaotrope Salze in einem Lyse/Bindungspuffersystem enthalten, ebenfalls und besser 
15 zur Isolierung von Nukleinsauren aus beliebigen, insbesondere komplexen 
Ausgangsmaterialien geeignet sind. 

Die Erfindung wird gemafl den Anspriichen realisiert. Gegenstand der Erfindung sind 
deshalb Formulierungen und Verfahren ohne chaotrope Bestandteile zur Isolierung von 
20 Nukleinsauren unter Bindung an eine feste Phase, insbesondere von DNA aus beliebigen 
komplexen Ausgangsmaterialien, die ein Lyse/BindungspufTersystem, das mindestens eine 
antichaotrope Salzkomponente aufweist, eine feste Phase und an stch bekannte Wasch- 
und Elutionspuffer enthalten. 

Antichaotrope Komponenten im Sinne der Erfindung sind Ammonium-, Casium-, 
25 Natrium- und/oder Kaliumsalze, vorzugsweise Ammoniumchlorid. 

Das Lyse/BindungspufFersystem weist aufierdem an sich bekannte Detergenzien und ggf. 
Zusatzstoffe auf, so z.B. Tris-HCI, EDTA, Polyvinylpyrrolidone, CTAB, TritonX-100, N- 
Lauryl-Sarkosin, Natriumcitrat, DTT, SDS und/oder Tween. In einer bevorzugten 
30 Ausf&hrungsvariante enthalt das Lyse/Bindungspuffersystem zur Bindung an die feste 
Phase einen Alkohol, wie z.B. Ethanol und Isopropanol und ggf Enzyme, vorzugsweise 
Protein-abbauende Enzyme, z.B. eine Proteinase. 

Mit der Erfindung kann das dem Stand der Techm'k entsprechende Prinzip ausgenutzt 
35 werden, ein spezifisches Problem der Nukleinsaureisolierung zu I6sen, bzw. eine 
bestehende Variante hinsichtlich bestimmter relevanter Parameter zu optimieren und 
efTektivieren. So ist es fur die Durchfuhrung als vollautomatisiertes high-throughput- 
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Verfahren geeignet. 

Vdllig unerwartet und aberraschend kdnnen im Unterschied zum bekarmten Stand der 
Technik gemSB vorliegender Erfindung mit Lyse/Bindungspuffersystemen ohne den 
5 Bestandteil von chaotropen Salzen Nukleinsauren, insbesondere genomische DNA an ein 
mineral isches Tragermaterial gebunden werden und unter den ubiichen 
Reaktionsbedingungen auch eluiert werden. 

Es wurde weiterhin gefunden, daB eine Vielzahl ganz unterschiedlicher Salze als 
10 Bestandteile von gg£ auch an sich ubiichen Lyse/BindungspufTersystemen fiir die Bindung 
von Nukleins£Luren an klassische Tr^germaterialien auf Basis von Glas oder Silica 
ausreichend sind. 

Besonders uberraschend konnen die besten Ergebnisse mit Salzen erreicht werden, welche 
15 nach ihren chemisch-physikalischen Charakteristika die absolut entgegengesetzten 
Wirkungen in bezug auf die fur die Nukleinsaurebindung bisher verwendeten chaotropen 
Salze aufweisen. Man kann diese Salze somit als antichaotropisch bezeichnen. 

So konnten mit Lyse/Bindungspuffem, deren Hauptkomponente z.B. Ammonimsaize 
20 anstelle chaotroper Salze waren (kommerzielle Extraktionskits), bei Extraktionen 
genomischer DNA aus unterschiedlichen komplexen Ausgangsmaterialien (z.B. Blut, 
Gewebe, Pflanzen) unter Konstanz der bisher Qbiichen anderen Reaktionskomponenten, 
Tragermaterial ien sowie bei vdllig gleichem Reaktionsablauf mindestens dieselben 
quantitativen sowie qualitativen Resultate erreicht werden. 

25 

Insbesondere das Ammoniumion stelh dabei chemisch-physikalisch in der Hofmeister- 
Serie das Ion dar, welches absolut entgegengesetzte Merkmale zu den bekannten 
chaotropen lonen dieser Serie aufweist 

30 Allein durch den Austausch der bisher verwendeten chaotropen Salzkomponente durch 
eine antichaotrope Salzkomponente im Lyse/BindungspufTer bei bestehender Konstanz 
aller anderen Parameter, an die an sich bekannten festen Tr^geroberflachen ist eine 
mindestens adequate quantitative Isolierung von Nukleins&uren mOglich. 

35 Das bedeutet, daB mit einem Salz welches Proteine nicht denaturiert, sondem stabilisiert, 
welches die Ldslichkeit unpolarer Substanzen in Wasser nicht erhoht, sondem absenkt 
sowie welches hydrophobe Wechselwirkungen nicht zerstdrt, sondem verstarkt, es genauso 
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mOglich ist, Nukleinsiuren, auch aus komplexen Ausgangsmaterialien zu isolieren, 
aufioireinigen und den an sich Qblichen Applikationen zuzufuhren. 

Mit der vorliegenden Erfmdung wird ein neuartiger, altemativen Mechanismus zur 
5 Bindung von Nukleins^uren an feste vorzugsweise mineralische Tragermaterialien und auf 
dieser Basis ein universell anwendbares neuartiges Verfahren der Isoiierung von 
Nukleinsauren aus komplexen Ausgangsmaterialien bereitgestellt. 

Die Erfindung ermdglicht somit uber die Verwendung der neuartigen Kompositionen von 
10 Lyse/Bindungspuffem auf der Basis von antichaotropen Salzen fUr die 
Nukleinsaurenisolierung, speziell flir die Isoiierung genomischer DNA, basierend auf der 
Bindung der Nukleins&uren an die an sich gebreluchlichen unterschiedlichen festen Phasen 
aus Silica bzw. Glasmaterialien, die Nutzung eines altemativen Chemismus als 
essentiellem Bestandteil von emsprechenden Testkits (Formulierungen). 

15 

Das erfindungsgemaBe Verfahren unter Einbeziehung von antichaotropen Salzen folgt 
dabei den von der praktischen Laborroutine bekannten Verfahrensablaufen fur die 
Nukleinsaureisolierung und ist charakterisiert durch: 

20 1 . Lyse des Ausgangsmaterials 

2. Bindung der Nukleinsduren an eine feste Phase 
(Zentrifugationss&ule oder Suspension) 

3. Waschen der gebundenen Nukieinsauren 

4. Elution der Nukleinsduren mit einem an sich bekannten NiedrigsalzpufTer. 

25 

Die Erfindung ermdglicht eine hocheffiziente und schnelle Isoiierung von Nukieinsauren, 
besonders genomische DNA aus jedem beliebigen und ggf komplexen Ausgangsmaterial. 
Die fiir die Bindung notv^endigen antichaotropen lonen kdnnen selbst bei Einbeziehung 
von proteolytischen Enzymen Bestandteil des Lyse/BindungspuflFers sein. Das 
30 erfindungsgemdBe Verfahren ist damit einfach handhabbar und universell einsetzbar 

Die Realisierung der Nukleinsaureisolierung, insbesondere von DNA, aus beliebigen 
Ausgangsmaterialien erfolgt durch die Inkubation des die Nukleinsaure enthaltenden 
Ausgangsmaterials ohne Verwendung chaotroper Substanzen, die mit dem 
35 - Lyse/BindungspufFersystem, welches eine wSsserige Ldsung umfaBt, die eine 

antichaotrope Salzkomponente, mindestens ein Detergenz, ggf Zusatzstoffe und ggf 

ein Enzym aufweist. 



wo 00/34463 



PCT/DE99/02248 



8 

- und einer beliebigen festen Phase, vorzugsweise Glafaservliese, Glasmembranen, 

GIdser, Zeolithe, Keramik sowie andere Siliciumtrdger in Kontakt gebracht werden, 
wodurch die Lyse des Ausgangsmaterials und die nachfolgende Bindung der DNA an die 
feste Phase erfolgt. AnschlieBend wird die gebundene Nukleinsaure nach an sich 
bekannten Methoden gewaschen und die DNA von der festen Phase gel6st. 

Bei bestimmten Extraktionsprotokollen kann der Lyseansatz ggf. mit einem zusatzlichen 
Detergenz, einem Alkohol oder einem Detergenz/Allkohol-Gemisch versetzt werden. 

Bevorzugte Ausgangsmaterialien sind kompakte Pflanzenmateriaiien, wie z.B. Fruchte; 
Samen; Blatter; Nadein etc., klinisch relevanten Proben, wie 2.B. Vollblut; Gewebe, 
Mikrobioptate, paraffinierte Materialien, ercp-Proben, Tupfermaterial von Abstrichen, 
Lebensmittel, wie z.B. Fisch, Wurst, Konserven, Milch, forensischen Proben, wie z.B. 
Haarwurzein, Zigarettenkippen, Blutspuren und andere Proben, die DNA enthalten, 

Bevorzugte lonen im Sinne der Erfindung sind die in der Hofmeister-Serie dargestellten 
antichaotropen Ammoniumionen, Casiumionen sowie Kalium- und Natriumionen oder 
Kombinationen dieser lonen, vorzugsweise Ammoniumchlorid. Zur Lyse/Bindung werden 
sie in lonenstarken von 0,1 M bis 8 M eingesetzt. 

Fur die Bindung der Nukleinsauren, besonders von DNA an die festen Trager reichen 
dabei schon geringe Konzentrationen an diesen Salzen von vorzugsweise < 1 M, bei 
bestimmten Applikationen bevorzugt sogar Konzentrationen < 0,5 M, wobei fur die 
quantitative Isolierung von Nukleinsauren aus grdBeren Mengen an Ausgangsmaterialien 
hdhere lonenkonzentrationen erfolgreich sind. 

Es konnen durch die Verwendung der antichaotropen Salze, die proteinstabilisierend 
wirken, als essentielle Bestandteile eines Lysepuffers in einer bevorzugten 
Ausf&hrungsform der Erfindung auch proteolytische Enzyme, wie z.B Proteinase K, zur 
UnterstOtzung und Effektivieiyng des Lyseprozesses, wodurch fiir den notwendigen 
ZellaufschluB auch hohe lonenstarken der antichaotropen Salze z.B. 5 M zugesetzt werden, 
so daB eine quantitative Isolierung von Nukleinsauren ermoglicht wird. 

Puffersysteme des Standes der Technik mit den bekannten chaotropen Salze kdnnen bei 
den notwendigen hohen lonenstarken, wie sie allgemein fiir eine quantitative Isolierung 
von Nukleinsauren gefordert werden, keine proteolytischen Enzyme enthalten. Sie mussen 
somit inmier nachtraglich fiir die Bindung der Nukleinsauren an die feste Phasen zugesetzt 
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werden. 

Als Detergentien in den erfindungsgemaBen Lysepuffem/BindungspufFem werden 
bevorzugt anionische, kationische oder neutrale, wie z.B. SDS, Triton X-100, Tween oder 
CTAB eingesetzt. 

Nach der erfolgten Lyse des Ausgangsmaterials \vird die Suspension ggf. durch einen 
kurzen Zentrifugationsschritt von noch nicht vollst^ndig lysierten Bestandteilen abgetrennt 
und mit dem DNA-bindenden Material direkt inkubien bzw. wie schon beschrieben nach 
Zugabe mit einem zusatzlichen Detergenz, einera Alkohol oder einem Detcrgenz/Alkohol- 
Gemisch mit der festen Phase inkubiert. Gegebenenfalls befinden sich im 
Lysepuffersystem zusdtzlich geringe Konzentrationen (< 50 mM ) an EDTA und/oder 
Tris-HCI. FQr die Isolierung von DNA aus sehr stark verunreinigten Ausgangsmaterialien 
erfolgt bevorzugt auch der Zusatz von 2-4% Polyvinylpyrrolidon oder anderen bekannten 
Substanzen zum Puffersystem zur selektiven Bindung von inhibitorischen Komponenten. 

Als Bindungsmaterialien fur die zu isolierende DNA haben sich z.B. kommerziell 
verftigbare Glasfaservliese in Zentrifugationss^ulen, Siliziumverbindungen wie Si02 
unterschiedlicher TeilchengrdBe hervorragend bewahrt. Damit kflnnen alle die N4aterialien 
verwendet werden, welche filr die Isolierung von Nukleinsauren mittels chaotroper Puffer 
genutzt werden. 

Nach der Inkubation mit dem DNA-bindenden Material erfolgt die Abtrennung des 
Lysates vom Bindungsmaterial durch einen kurzen Zentrifugationsschritt, Nachfolgend 
wird in an sich bekannter Weise mit einem Waschpuffer z.B. bestehend aus mindestens 
50% Ethanol und gegebenenfalls einer geringen Salzkonzentration z.B. NaCl gewaschen, 
das TrSgermaterial wird getrocknet und die gebundene DNA mittels eines an sich 
bekannten Niedrigsalzpuffers (Tris-HCI; TE; Wasser) und bei einer bevorzugten 
Temperatur von 50-70**C eluiert. 

Eine weitere Ausfuhrungsvariante der Erfindung besteht darin, dafi zur Lyse von schwer 
aufschlieBbaren Ausgangsmaterialien, z.B. kompakten Gewebeproben, Haarwurzein bzw. 
zur Optimierung der Lyseeffizienz und zur Reduzierung notwendiger Lysezeiten der 
Zusatz von proteolytischen Enzymen, vorzugsweise Proteinasen, wie z.B. Proteinase K, 
erfolgt. 

Die Erfindung ermdglicht somit auf neuartigen Kombinationen antichaotroper Salze als 
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essenttellen Bestandteilen von Lysepuifermixturen universell einsetzbare Verfahren zur 
Isoliening von Nukleinsluren, insbesondere DNA, aus alien DNA enthaltenden 
Ausgangsmaterialien wie auch aus beliebigen Mengen an unterschiedlichsten 
Ausgangsmaterialien, wobei alle die bisher eingesetzten Tragermaterialien und deren 
Ausfuhrungen genauso effizient eingesetzt werden k5nnen, wie auch die bisher 
praktizierten Vorschriften der Isoliening von Nukleins^uren identisch nutzbar sind. 

In seiner allgemeinsten Anwendungsvariante kann mittels des erfindungsgemaflen 
Verfahrens aus alien dem Stand der Technik entsprechenden fiir eine DNA-Extraktion 
ausgewahlten komplexen Ausgangsmaterialien eine Nukleinsaureextraktion durchgefuhrt 
werden, d.h. mittels des neuen universellen PufFersystem kann die hocheffiziente Lyse und 
nachfolgende NukleinsSurebindung an einen mineraiischen Trkger aus kompakten 
Pflanzenmaterialien (z.B. Frtichte; Samen; Blatten Nadeln etc.), aus klinisch relevanten 
Proben (z.B. Vollblut; Gewebe, Mikrobioptate, paraffmierte Materialien, ercp-probcn, 
Tupfermaterial von Abstrichen), aus Lebensmitteln (z.B. Fisch, Wurst, Konserven, Milch), 
aus forensischen Proben (z.B. Haarwurzeln, Zigarettenkippen, Blutspuren) wie auch aus 
anderen Ausgangsmaterialien erfolgreich, extrem einfach und sehr schnell durchgefiihrt 
werden. 

Ein weiterer Vorteil des Verfahrens besteht auch darin, daB die Isolierung von DNA dabei 
sowohl aus extrem geringen Ausgangsmaterialien (z.B. Isolierung von DNA aus 1 (il 
Vollblut; Haarwufzel, Mikrobiopsie < 1 mg) als auch aus sehr groBen Mengen an 
Ausgangsmaterialien wie z.B. 50 ml Vollblut; I g Gewebematerial, <lg Pflanzenmateriai 
hocheffizient durchgefuhrt werden kann. 

Weitere Vorteile der Ablosung chaotroper Salze durch antichaotrope Salze bestehen darin, 
daB die eingesetzten PufiFer aufgrund des Fehlens der chaotropen Chemikalien auch nicht 
mehr toxisch oder atzend wirken. 

Neben einer allgemeinsten Ausfiihrungsvariante eriauben Optimierungen des 
Extraktionsverfahrens bezogen auf spezifische Applikationen sogar eine fast quantitative 
Isolierung der in der Ausgangsprobe enthaltenenen DNA-Mengen. Erstaunlicherweise 
kOnnen mit dem erfindungsgemaBen Verfahren ohne die nach dem Stand der Technik 
eingesetzten chaotropen lonen hoher Konzentration fiir eine DNA-Bindung, hdhere DNA- 
Ausbeuten eizielt werden, als dies mit kommerziell verfiigbaren und hochoptimierten 
Extraktionskits bisher mOglich ist. 
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Eine Auswahl diesbezaglicher Vergleichsergebnisse mit komnierzieil verfiigbaren 
Extraktionskits sind in den Ausf&hningsbeispielen dargestellt. Diese Ergebnisse 
demonstrieren eindeutig die Potentiate der Erfindung. 

Neben der Isolierung von DNA aus alien DNA enthaltenden komplexen 
Ausgangsmaterialien, erm6g]icht eine weitere Ausfiihrungsvariante des 
erfmdungsgemaBen Verfahrens auch die Isolierung von Plasmid-DNA aus bakteriellen 
Lysaten hocheffizient und ohne den Einsatz von nach dem Stand der Technik zur Bindung 
der Plasmid DNA an mineralische Tragermaterialien an sich notwendigen chaotropen 
Salzen. So wird nach den dem Fachmann bekannten Verfahrensschritten der Isolierung 
von Plasmid-DNA mittels alkalischer Lyse die notwendige sog. Neutralisationsreaktion 
mittels der klassischen Solution III (Maniatis und Sambroek) durchgefuhrt und diese 
Solution III realisiert in einer damit bestehenden Dualfunktion auch gleichzeitig die 
Bindung der Plasmid-DNA an die an sich gebrauchlichen festen Tr^ger. FQr die Bindung 
der Plasmid-DNA bedarf es somit nicht dem gebrauchlichen Zusatz eines chaotropen 
Guanidiniumhydrochlorides. 

Die gebundene Plasmid-DNA wird auch in an sich bekannter Art gewaschen und vom 
Tr^germaterial eluiert. Das Verfahren eignet sich fiir die Isolierung von Plasmid-DNA aus 
alien Anwendung findenden Ausgangsmengen (Mini bis Giga). Die erhaltenen Ausbeuten 
an Plasmid-DNA sind dabei gegenuber mit herkOmmlichen kommerziell verfugbaren 
Verfahren isolierten Ausbeuten identisch. Das erfmdungsgemafie Verfahren ist jedoch in 
seiner Herstellung sehr viel preiswerter als alle anderen bekannten Systeme, denn 
chaotrope Salze sind sehr kostenintensiv. 

Das Verfahren unter Verwendung antichaotroper Salze eignet sich somit auch 
hervorragend fur die Konzipierung von automatisierbaren Systemen fiir die 
Plasmidisolierung, bei welchen bekanntermafien der Preis/Praparationen ein 
entscheidendes Auswahlkriterium ist. 

Die erfindungsgemaBen Formulierungen ermdglichen in aberraschender Weise den 
Zugang zu weiteren hochinteressanten und neuartigen Applikationen auf dem Gebiet der 
Nukleinsaureisolierung und Diagnostik. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform der Erfindung sind die vorliegenden neuen 
Lyse/Bindungspuffersysteme, die mindestens eine antichaotrope Salzkomponente 
aufweisen, in der Lage Nukleinsauren an feste Phasen zu binden, die eine negativ geladene 
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Oberflache besitzen oder Oberfl^chen, die ein negatives Ladungspotentia] aufWeisen. 

Aus dem Stand der Technik sind Verfahren und Mittel zu Nukleinsaurereinigung bekannt, 
wobei die NukleinsSurebindung an chemisch modifizierte feste Phasen erfolgt (United 
States Patent: 5,523,392; Purification of DNA on Aluminium Silicates and 
Phosphosilicates; United States Patent: 5,503,816; Silicates Compounds for DNA 
Purification; United States Patent:5,674,997; DNA purification on modified Siligates; 
United States Patent:5,438,127; DNA Purification by solid phase extraction using a PCI3 
modified glass fiber membrane; United States Patent:5,606,046: DNA purification by solid 
phase extraction using trifluormetric acid washed glass fiber membrane; United States 
Patent: DNA purification by solid phase extraction using glass fiber membrane previously 
treated with trifluoroacetic acid, and then with fluoride ion, hydroxyd ion, or BCLv. United 
States Patent:5,6 10,291: Glass fiber membranes modified by treatment with SiCl.^, AICI3, 
or BCU and washing with NaOH to set as a DNA adsorbant; United States Patent: 
5,616,701: DNA purification by solid phase extraction using a hydroxide-washed glass 
fiber membrane; United States Patent:5,650,506: Modified glass fiber membranes useful 
for DNA purification by solid phase extraction). 

Bedingung fOr diese Nukleins&urebindung ist dabei immer, daB die fiir die Bindung 
verwendeten Membranen durch chemische Modifizierungsreaktionen mit positiven 
lonenladungen dotiert werden. Damit liegt auf der Hand, das es zwischen der positiv 
geladenenen Oberflache der eingesetzten Membranen und der negativen lonenladung des 
Phosphatruckgrats von Nukleinsauren durch Coulombsche Wechselwirkungen eine 
Bindung ergeben wird. Insofem wird das der Fachvvelt hinlanglich bekannte Prinzip der 
Bindung von Nukleinsauren an positive geladene feste Phasen genutzt, welches 
bekanntermaBen z.B, fur DNA/RNA-Blotting-Techniken an positiv geladenenen Nylon- 
Filtem schon viele Jahre eine Standardapplikation darstellt. 

Ein ganz wesentlicher Nachteil dieser beschriebenen Verfahren besteht allerdings darin, 
daB diese nicht zur Nukleins&ureisolierung geeignet sind, d.h. es ist komplett unmdglich 
Nukleinsauren aus komplexen Ausggangsmaterialien zu isolieren. Ausgangsmaterial sind 
immer schon bereits isolierte Nukleinsauren, welche wie in den zitierten US- 
Patentschriften dargestellt, in an sich bekannter Weise isoliert werden mOssen. 
Insbesondere ein Aspekt erscheint dem Fachmann dabei unklar. Die beschriebenen 
Bindungsbedingungen (Bindung unter physiologischen PufTerbedingimgen) und 
Elutionsbedingungen sind identisch. Es ist nicht zu ersehen wie unter denselben 
PufTerbedingungen zur Bindung der Nukleinsauren an die positiv geladene Membran auch 



wo 00/34463 



PCT/DE99/02248 



13 

wieder die Nukleinsauren von der Membran abgeldst werden kdnnen. 
Letzlich kdnnen die dargestellten Mittel und das dazugehorende Verfahren eine nur sehr 
enge praktische Anwendung besitzen. Bekannt sind auch synthetisch hergestellte 
Oligonukleotide an die positiven Oberflachen zu binden. Dies erfolgt dabei wiederum 
unter Ausnutzung Coulombscher Wechselwirkungen, d.h. auf der Basis der Verknupfung 
postiver und negativen Ladungen zB. fiber modifizierte Oligonukleotide (Verknupfung 
mit Aminolinkem oder Phospatlinkcm). Auch diese Varianten ermoglichen nicht die 
Isolierung von Nukleinsauren aus komplexen Ausgangsmaterialiea 

Wie ausfuhrlich dargestellt, existieren alternative Formen der Nukleinsaurebindung zur 
Reinigung an Membranen mit ausreichender positiver Ladung, die keine Verfahren zur 
isolierung von Nukleinsauren darstellen. Die Bindung der Nukleinsauren erfolgt durch 
Coulombscher Krafte, basierend auf Wechselwirkungen zwischen positiven lonenladungen 
der Membranen und der negativen lonenladungen des Nukleinsaurenruckrats. Dieses 
Prinzip erscheim damit logisch erklarbar. 



Basierend auf der erfindungsgemaBen Isolierung von Nukleinsauren aus komplexen 
Ausgangsmaterialien mit antichaotropen Salze wurde ein uberraschendes Phanomen 
gefunden. So zeigte sich, daB sich auch negativ geladene Oberflache oder Oberflachen, die 
in ein negatives Ladungspotential Qberfiihrt werden kdnnen, fur die Bindung von 
Nukleinsauren unter Verwendung der erfindungsgemaBen Lyse/Bindungspuffersysteme 
eignen. AUgemein konnte eine solche Moglichkeit nicht erwartet werden, da keine 
Bindung sondem eine AbstoBung auf Grund gleicher Ladungspotentiale eintreten mOsste. 

Die erfindungsgemaB eiogesetzten negativ funktionalisierten Oberflachen oder mit 
potientielle negativen Modifizierungen ausgestattete Oberflachen werden nacb an 
sich bekannten Verfahren erzeugt Als geeignet hat sich z.B. die photochemische 
Kopplung einer Acetylgruppe, Carboxylgruppe oder Hydroxylgruppe an die 
OberflScbe eines Reaktionsgef30es gezeigt 

Mit der vorliegenden Verfahrensvariante ermdglichen sich vollig neue Perspektiven fUr 
eine komplexe Nukleinsaureanalytik. Es zeigte sich namlich, daB fiir die Bindung der 
Nukleinsaure an negative oder potentiell negative Oberflachen die Nukleinsaure wie bei 
alien bisher beschriebenen Varianten nicht schon isoliert sein muB. Die Bindung erfolgt 
aus dem Lysereaktionsansatz heraus, d.h. die die Nukleinsaure enthaltende Ausgangsprobe 
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wird lysiert und die frei werdenen Nukleinsfturen binden an die negativ geladene 
Oberflache (z.B. an eine Mikrotestplattenkavitat oder ein Eppendorf-Reaktionsge&fi). 

Durch die erfindungsgemafie Verfahrensvariante kdnnen nunmehr vollig neuartige „Single 
Tube" und Einschritt-Verfahren zur Isolierung von Nukleinsauren aus komplexen 
Ausgangsmaterialien realisiert werden. Solche Verfahren bieten in ihrem 
Anwendungsspektrum fiir die Nutzer riesige Vorteile (Einfachheit; Billigkeit; Reduzierung 
von Abfall, Schneliigkeit, Routinetauglichkeit, Automatisierbarkeit u.a.m.) 

Eine weitere Anwendung dicser Verfahrensvariante besteht auBerdem darin, nicht nur die 
Extraktion der Nukleinsauren in einer Reaktionskavitflt zu realisieren, sondem auch eine 
folgende Targetamplifikation und ggf. nachfolgende Analytik im selben ReaktionsgefiB 
durchzufuhren, ggf. Hybridisierungsreaktionen durchzufohren oder Sequenzierungen an 
festen Phasen ablaufen zu lassen. 

Auf dieser Basis wird z.B. ein 0,5 ml Eppendorf PCR-ReaktionsgeftB mittels der Fachwelt 
bekannter Techniken mit einer negativ geladenen oder potentiell negativen funktionalen 
Gruppe modifiziert. Dazu eiget sich z.B. die photochemische Kopplung einer 
Acetylgruppe, Carboxylgruppe oder Hydroxylgruppe an die Oberflache des 
Reaktionsgef^es. In das ReaktionsgeM wird dann die fOr die NukleinsSurenisoiierung 
ausgwahlte Probe gegeben (z.B. VoUblut) und mit einem Lysepuffer, enthaUend die 
antichaotrope Salzfraktion z.B. Ammoniumchlorid, ein Detergenz und ein proteol>1isches 
Enzym versetzt und das GefaB bei 70**C fbr 5 min inkubiert. 

Zur Maximierung der Nukleinsaurenbindung kann nach der Lyse des Ausgangsmaterials 
noch ein Detergenz/Alkohol-Gemisch pipettiert werden, Der Ansatz wird dann fiir kurz 
inkubiert und nachfolgend aus dem ReaktionsgeftB abgegossen. Die Nukleinsaure befindet 
sich nun an der funktionaiisierten Oberflache des ReaktionsgefaBes gebunden und wird 
nachfolgend mit einem alkoholischen Waschpuffer kurz gespalt und der Alkohol wird 
durch Inkubation bei z.B. 70T entfemt Die Elution der gebundenen Nukleinsauren 
erfolgt weiter fachgem^B durch die Zugabe eines Niedrigsalzpuffers (z.B. 10 mM Tris- 
HCl) in das ReaktionsgefaB und eine kurze Inkubation (z.B. 2 min ) bei z.B. 70®C. Die 
Nukleinsaure ist so fur nachfolgende Verwendungen verfilgbar. 

Wie dargestellt laufen alle Reaktionen der Nukleinsaureisoh'erung aus einem komplexen 
Ausgangsmaterial in einem Reaktionsgef^ ab; d.h. Lyse des Ausgangsmaterials, Bindung 
der Nukleinsauren; Waschen der gebundenen Nukleinsauren und Elution der 
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Nukleins&uren werden in und tnit einem ReaktionsgeM realisiert. 

Die den momentan weltweit am Haufigsten genutzten Extraktionskits der Fa. Qiagen 
benOtigen iflQr die Abfolge von Lyse, Bindung, Waschen und Elution jeweils eine 
Filterkartusche und mindestens 4 separate ReaktionsgefaBe eingeschlossen sind 
desweiteren multiple Zentrifugationsschritte. 

Das erfindungsgemaBe Verfahrensvariante erlaubt im Gegensatz dazu die Extraktion der 
Nukleinsaure ohne einen einzigen Zentrifugationsschritt. Daraus Mt sich auch ein 
enormer zeitlicher Vorteil ableiten. Diese Vorteile beziehcn sich auch auf die 
beschriebenen Nukleinsaureextraktionsverfahren des zitierten US 5,234,809 von Boom. 

Neben der moglichen Extraktion von Nukleinsaure kann die gebundene Nukleinsaure aber 
auch an der Oberfl^che des beschriebenen 0.5 ml ReaktionsgefaCes verbleiben und z.B. 
nachfolgend durch Zugabe eines kompietten PCR-Raktionsmixes (Primer, Nukleotide, 
Polymerasepuffer, Taq Polymerase, Magnesium) gleich fur eine PCR-Applikation 
verwendet werden, dh Extraktion und Amplifikation laufen dann im selben 
ReaktionsgefaB ab. 

Diese Beispiele illustrieren die enormen Vorteile und breite Anwendbarkeit, die aus der 
Erfindung ableitbar sind. Sie ermdglicht in einer Ausfuhrungsvariante den kompietten 
Vorgang von Probenvorbereitung Uber Amplifikation und ggf. auch Analytik in z.B.einer 
Reaktionskavitat. Damit ergeben sich mit der Bereitstellung von modifizierten 
ReaktionsgefaBen (oder auch anderen festen Oberflachen) und den geeigneten 
Lyse/Bindungspuffem neue Standards in molekularbiologisch und vor allem Nukleinsaure- 
Diagnostik bearbeitenden Laboratorien, wobei durch die neuen potentiellen applikativen 
Lesungen vor allem auch die hinlanglich bekannten Probleme der Probenkontaminationen 
drastisch reduziert werden. 

Ein weiterer Vorteil und auch eine weitere Applikation besteht darin, daB die 
oberflachenfixierten Nukleinsauren an der Oberfldche auch zumindest langere Zeit stabil 
fixiert und somit fur eine spatere Bearbeitung verfiigbar sind, d.h die PCR-Reaktion muB 
sich nicht zwingend sofort der Extraktion anschlieBen. Ein weiteres Anwendungsfeld ist 
die vollautomatisierte Nukleinsaureextraktion und ggf. Analytik unter Verwendung der 
hier beschriebenen mit negativen oder mit potentiell negative Ladungen tragenden 
Oberflachen, vorzugsweise Plastikoberflachen geeigneter Reaktionskavitaten z.B. 
Mikrotestplatten). 
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Die erflndungsgem^en Lyse/Bindungspuffersysteme mit den antichaotropen Salzen als 
Hauptkomponenten einschlieBlich ggf. eines proteolytischen Enzyms konnen auch als feste 
Formulierung bereitgestellt. Dazu werden die Mischungen aus Salzen und Detergenzien, 
Zusatzstoffen und ggf. Enzynten in gebrauchlichen Rektionsgef&Ben aliquotiert und fur 
mehrere Stunden bei 95 ""C inkubiert oder nach an sich bekannten Verfahren lyophilisiert 
und so in eine feste Formulierung uberftthrt. 

Diese feste Formulierungen in fertigen komplexen Reaktionsmixen fiir die 
Nukleinsdureisolierung sind langzeitlagerstabil, d.h auch die biologische Aktivit^t der 
proteolytischen Enzymkomponente bleibt bei einer Langzeitlagening (siehe 
Ausftlhrungsbeispiel) bestehen. Die Herstellung der festen Formulierung von 
LysepufFermixen erfolgte dabei ohne den Zusatz von an sich bekannten protektiven 
Zusatzstoffen, einfach durch eine K^ltelyophilisierung. 

Alle kommerziell angebotenen Testkits zur Nukleinsaurenextraktion enthalten die 
notwendigen Komponenten einzeln, bestimmte Losungen mussen durch den Anwender 
erst hergestellt werden und dariiber hinaus sind die Ldsungen in ihrer Haltbarkeit 
eingeschrankt. Ein weiterer Nachteil besteht darin, daB der Nutzer w^brend der Isolierung 
von Nukleinsauren unter Verwendung z.Z. gebrauchlicher Testkits multiple 
Pipettierschritte fur verschiedene Einzellosungen einhalten muB. Dies erhdht vor allem im 
Bereich der medizinischen Diagnostik das Kontaminationsrisiko dramatisch. Nachteiiig ist 
femer auch,daB durch die z.B. existierenden Beladungsgrenzen von weit gebrSuchlichen 
Zentrifiigationssaulchen, welche hauptsachlich fur die Nukleinsaureisolierung angewendet 
werden, auch die Menge des Ausgangsmaterials stark begrenzt ist. Dies liegt darin 
begriindet, das zum Ausgangsmaterial noch die fiir die Extraktion notwendigen Lyse- und 
Bindungspuffer zugegeben werden mussen. 

Durch die Bereitstellung einer festen Formulierung als lagerstabiler Lysemix auf der Basis 
antichaotroper Salze werden alle die bestehenden Probleme in ganz einiacher Form gelOst. 
Diese Formulierung hat folgende Vorteile: 

1 . Langzeitlageriung von , ,JReady to use" Lysepuffermixen 

2. Stabilisierung von proteolytischen Enzymen in fertigen Lysemixturen und deren 
Langzeitlagening 

3. Einsatz von gr6Beren Mengen an Ausgangsmaterialien bei gleicher Dimensionierung 
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von bestehenden ZentrifugationssSulchen (z.B. Verdreifachung der Ausganngsmenge) 

4. Reduzierung von Kontaminationsrisiken durch die Reduzierung von Pipettierschritten 
und Ldsungen 

5. Probenaufiiahme im fertigen Lysemix auch aufierhaib des Labors und deren ggf. 
Langzeitlagerung 

6. stabiler Probenversand und Kuhlung 

Die fertigen festen, stabilen Lysepuffermixe bestehend aus einer Vielzahl von 
Einzelkomponenten; einschlieQlich ggf. proteolytischen Enzymen sind einfach handhabbar 
(auch von Personen ohne Sachkenntnisse), da die Reaktion einfach durch Zugabe einer 

Probg; die die m i§olierende NuklginsSure enthalt; gesmitet wird: Dariibgr iiinaus kann 

davon ausgegangen werden, daB die Mixturen entsprechend ihrer InhaltstofFe 
Haltbarkeiten von mindestens 6 Monaten aufweisen, wodurch auch ein Transport der 
Probe bei Umgebungstemperatur kein Problem mehr darsteih. 

Der Vorteil der festen Formulierungen basiert darauf, daB fur die Lyse von Nukleinsauren 
(NAs) enthaltenden Probenmaterialien eine diese NAs enthaltende Probe lediglich in das 
ReaktionsgeftB mit dem enthaltenden lagerstabilen Lysepuffer uberfiihrt wird und ggf 
durch die Zugabe von Wasser, die Probe im jeweiiigen ReaktionsgefaB lysiert wird. 
Aufwendige und kontaminationsbelastende multiple Pipettierschritte entfallen ganzlich. 
Vor allem fiir die Sammlung und Aufarbeitung von klinischen und forensischen Proben 
unter Feldbedingungen sind durch die erfmdungsgem^e Formulierung die bekannten 
Probleme geldst und es steht eine einfach zu handhabende Formulierung zur Verfiigung. 

Uberaschenderweise zeigte sich dann ebenfalls in der praktischen Durchfiihrung, daB nach 
Zugabe des zu lysierenden Ausgangsmaterials ggf bei Zugabe einer festen Probe nach 
Zugabe von H2O die feste Formulierung unter Standardreaktionsbedingungen problemlos 
wieder in eine flussige Phase uberfiihrbar ist. 

Zusammenfassend sei festzustellen: 

Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung antichaotroper Saize in Formulierungen 
ohne chaotrope Bestandteile zur Isolierung von Nukleinsauren unter Bindung an eine feste 
Phase, insbesondere von DNA aus beliebigen komplexen Ausgangsmaterialien. Die 
Formulierungen enthalten Lyse/Bindungspuffersysteme, die mindestens eine antichaotrope 
Salzkomponente aufVveisen, eine feste Phase und an sich bekannte Wasch- und 
Elutionspuffer. 

Das Lyse/Bindungspuffersystem kann als wasserige Ldsung vorliegen oder ais feste 
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Formulierung in einsatzfertigen Reaktionsgef&Ben. 

Als feste Phase kdnnen aile Tr&germaterialien fungieren, die zur Isolterung mittels 
chaotropcr Reagentien Anwendung fmden, vorzugsweise Glafaservliese, Glasmembranen, 
Siliciumtrager und Aerosile oder Tragermaterialien, die eine negativ geladene Oberflache 
5 besitzen oder chemisch modifizieite OberflSchen aufweisen, die in ein negatives 
Ladungspotential besitzen. 

Gegenstand der Erfindung ist femer ein Verfahren zur Isoliening von Nukleinsauren, 
insbesondere von DNA, aus beliebigen komplexen Ausgangsmaterialien unter 
10 Verwendung der genannten Fonnulierungen, das durch Lyse des Ausgangsmaterial, 
Bindung der Nukleinsfturen an ein Tr&germaterial, Waschung der am Trager gebundenen 
NukleinsSuren und Elution der Nukleinsduren gekennzeichnet ist. 

Aufgrund der erzielten DNA-Qualitat ist es auch zur prSparativen Isolierung und 
IS Aufreinigung fiir DNA zum Einsatz in der Gentherapie gut geeignet. 

Gegenstand der Erfindung sind auch lagerstabile und einsatzfertige feste Formulierung von 
LysepufFersystemen fDr die Nukleinsaureisolierung auf der Basis antichaotroper Salzen, 
die als Jleady-to-Use"-Mixe einsatzfertig in konventionellen Reaktionsgef^en vorliegen. 

20 Die festen Formulierungen der Lysepufferansatze werden durch die Zugabe von lediglich 
der Probe (bei flassigen Proben wie z.B. Vollblut, Speichel, Zellsuspensionen, Serum, 
Plasma, Liquor), bei festen Ausgangsmaterialien wie Gewebe, Haanvurzeln, Blutspuren an 
festen Oberlachen, Zigarettenkippen deparaffiniertebGewebe u.a,m. zusStzlich durch 
Zugabe von Wasser aktiviert und realisieren die Lyse des AusgangsmateriaJs. Nach 

25 erfolgter Lyse des Ausgangsmaterials wird der Lyseansatz in an sich bekannter Weise ggf. 
nach Zugabe einer ethanolische Ldsung bzw. eines Alkohol/Detergenz-Gemisches mit den 
Verwendung findenden nukleinsaurebindenden festen Phasen jegiicher Form (Suspension, 
Zentrifugationssaulchen) inkubieit Die nachfolgende Bindung der Nukleinsauren an die 
jeweiligen festen Phasen, das Waschen der gebundenen Nukleinsauren und die finale 

30 Elution erfolgen wie schon beschrieben nach dem Stand der Technik. 

Mit diesen festen Formulierungen sind neuartige Ldsungen vor allem fiir die 
Anwendungsgebiete jegiicher Form von Nukleins&urendiagnostik gegeben. 

Hervorgehoben werden soil noch einmal, daB die Erfindungsvariante in einem Einschritt- 
35 Verfahren und in einem „SingIe Tube"- Verfahren die Isolierung von Nukleinsauren aus 
komplexen Ausgangsmaterialien, ggf Targetamplifikationen und ggf. nachfolgende 
Analytik des amplifizierten Nukleinsaureabschnittes enndglicht Ausgangsmaterial mufi 
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dabei nicht eine schon isolieite Nukletnsfture sein, sondem ist das komplexe die 
Nukleins^ure enthaltende Ausgangsmaterial. Die f&r die Bindung der Nukleijisdure 
bendtigte Oberflache enthSlt negative oder potentiell negative funktionale Gruppen. Die 
Bindung der Nukleinsaure \vird in einem Lyse/Bindungspuffer realisiert, wobei die fiir die 
s Bindung der negativ geladenen Nukleinsaure an die negative funktionalisierte Oberfl^he 
bendtigten lonen aus antichaotropen Salzen stammen. 
Damit sind realisierbar: 

1. „Single Tube'Werfahren zur Isolierung von Nukleinsduren aus konnplexen 
Ausgangsmaterialien 

10 2. ^Single Tube''-Verfahren zur Isolierung von Nukleins&uren aus kompiexen 
Ausgangsmaterialien und nachfolgende Targetvervieli^ltigung 

3. „Single Tube''*Verfahren zur Isolierung von Nukleins&uren aus kompiexen 
Ausgangsmaterialien, nachfolgende Targetvervielftltigung und nachfolgende Analytik des 
verviel faltigten Nukleinsaureabschni ttes. 

15 

Das bedeutet sowohl Nukleins^ure-Isolierung aus unterschiedlichsten DNA enthaltenen 
Ausgangsmaterialien ggf. Targetvervielf^Itigung und ggf. Analytik finden in ein und der 
selben Reaktionskavit&t oder ggf. auf ein und der selben Reaktionsoberflache statt. 

20 Die erfindungsgem^Ben Formulierungen und das universelle Verfahren zur Bindung von 
Nukleins&uren an festen Phasen zur Isolierung, Aufreinigung und nachfolgenden 
kompiexen molekularen Analytik von Nukleins&uren aus beliebigen Ausgangsmaterialien 
und N4engen, welche Nukleinsauren enthalten, stellen eine neuartige Plattformtechnologie 
fiir die Entwicklung von integrativen vollautomatisierbaren genanalytischen Systemen dar, 

25 die es ermoglichen, Probenvorbereitung, Targetvervielfalltigung und Targetanalytik in 
einer Reaktionskavtt^t zu realisieren. 

Die Erfindung wird anschlieBend an Ausfuhrungsbeispielen naher erl^utert. 



30 
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l.bolierung genomischer DNA aus unterschiedlichen Pflanzenmaterialien 



Jeweils 50-100 mg des pflanzlichen Ausgangsmaterials wurden unter flQssigem Stickstoff 
zermdrsert und nachfolgend in ein 1.5 ml Eppendorf-ReaktionsgefaB uberflihrt. 
5 Zugabe von SOOjil Lysepuffer (2% CTAB; 2% Polyvinylpyrolidon, 1 OmM Tris-HCl; 20mM 
EDTA und 1 ,3 M Ammoniumchlorid) und Inkubation fiir mindestens 30 min bei 65T. 
Abzentrifugieren unlysierter Komponenten und Mischen des Oberstandes mit 200\x] 
Isopropanol. 

Uberfuhren der Ldsung auf eine Zentrifiigationssdule mit einer Glasfasermembran (Micro 
10 SpinSaule; Fa. LIDA). 

Zenthfugation fiir 2 min bei 12.000 rpm. Venverfen des Filtrates und 2 maliges Waschen der 
Membian mit einem Waschpuffer (50 mM NaCl; 10 mM Tris HCl; 1 mM EDTA; 70% v/v 
Ethanol). 

Nach Ethanolentfemung durch einen kurzen Zentriftigationsschritt (12.000 rpm fur 2min) 
15 Zugabe von 200^1 eines ElutionspuflFers (10 mM Tris-HCl; pH 8,7) und Elution der DNA 
durch Zentrifugation fiir 1 min bei 10.000 rpm. 

Jeweils 20^i der eluierten DNA woirden auf ein Agarosegel geladen und nach 
Ethidiumbromidf&rbung dargestellt (Abbildung 1) 

20 

2. Simultane Isolierung genomischer DNA aus unterschiedlichen Ausgangsmaterialien 
mit einem Universalpuffersystem 

Fur die Isolierung wurden folgende Proben eingesetzt: 

25 NVollblut gefroren; 50^1, 2.VolIblut; lOO^I, 3-Gurke; 50 mg, 4-Tomatenpnanzenblatt; 100 
mg; 5-Speichelprobe; 100^1, 6-Geflllgelleber; Lebensmittel gefroren; 5mg, 7-Geflugelleber; 
Lebensmittel gefroren; 20mg, 8-Haarwurzel, 9-Putensalami; 50mg, 10-Eibe, Nadeln, lOOmg 
Alle Proben wurden in SOOjil Lysepuffer (2% CTAB; 2% Polyvinylpyrolidon, lOmM Tris- 
HCl; 20mM EDTA und 1, 5M Ammoniumchlorid ) und mit Ausnahme aller pflanzlichen 

30 Proben unter Zugabe von 20^l Proteinase K (20mg/ml) bei 65 inkubiert. 

Die Lysate vmrden nachfolgend mit 200|il Isopropanol versetzt und auf eine 
ZentrifugationssSule mit einer Glasfasermembran (Micro Spin Saule; Fa LEDA) Qberfijhrt 
Zentrifugation fiir 2 min bei 12.000 rpm. Verwerfen des Filtrates und 2 maliges Waschen der 
Membran mit einem Waschpuffer (50 mM NaCl; 10 mM Tris HCl; 1 mM EDTA; 70% v/v 

35 Ethanol). Nach Ethanolentfemung durch einen kurzen ZentrifUgationschritt (12.000 rpm fur 
2min) Zugabe von 50-200^1 eines Elutionspuffers (10 mM Tris-HCl; pH 8,7) und Elution der 
DNA durch Zentrifugation ftir 1 min bei 10.000 ipm. 
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Jeweils 1/S der eluierten DMA wurden auf ein Agarosegel geladen und nach 
Ethidiumbromidf^rbung dargestellt (Abbildung 2). 



3. Isolierung genomischer DNA aus Tupferproben aus Abstrichen der 
Mundschleirahaut 

Die Isolierung der DNA aus Tupferproben von Abstrichen der Mundschleimhaut ist 
nachfolgend beschrieben. 

Jeweils 400 \il Lyepuffer (CTAB, Polyvinylpyrolidone, Ammoniumchlorid, Tris, EDTA) 
wurde in ein 1.5 ml Eppendorf-ReaktionsgeffiB iiberfilhrt. In diesen Lysepuffer wurde der 
Tupfer mit dem Abstrichmaterial ausgedrtickt und der Suspension 20 ^l Proteinase K 
(20 mg/ml) zugegeben. Nachfolgend wurde der Ansatz bei TO^'C fur 10 min inkubiert 
Nach Lyse wurden 200 fil eines Detergenz/Isopropanol-Gemisches zugegeben, die Probe 
kurz geschuttelt, nachfolgend auf eine kommerziell verfiigbare Zentrifugationss^ule (Fa, 
LID A; Glasfasermembran) uberfuhrt und fiir 1 min bei 12.000 rpm zentrifugiert. 
Die Saule wurde dann zweimal mil einem ethanolhaltigen Waschpuffer (NaCl, Tris-HCl; 
EDTA, Ethanol) gewaschen (zentrifugation bei 12.000 rpm; 1 min) und die Membran 
durch einen kurzen Zentrifiigationsschritt getrocknet. Durch Zugabe von 200jil 
Elutionspuffer 

(10 mM Tris-HCl) wurde die gebundene DNA von der Filtermembran durch einen kurzen 
Zentrifugationsschritt ( 10,000 rpm; Imin) eluiert. 

Jeweils 20 nl der isolierten DNA aus beiden Extraktionsverfahren wurde zur Analyse auf 
ein 0.7% TAE-Agarosegel geladen und nach Ethidiumbromidfarbung analysiert 
(Abbildung 3). 

4. Vergleicb der erfindungsgemaOen DNA Extraktion aus Vollblutproben (200 fil) 
mit einem komerziellen Kit auf der Basis der Bindung der Nukleinsfiuren unter 
Anwesenheit cfaaotroper Saize 

Verglichen wurde die Isolierung genomischer DNA mittels des erfindungsgemaflen 
Verfahrens mit einem kommerziell verfiigbaren und herkdmmlich genutzten Verfahren zur 
Isolierung genomischer DNA unter Nutzung chaotroper Salze zur Nukleinsaurenbindung. 
Die Extraktion genomischer DNA mittels des Vergleichsverfahrens erfolgte anhand der 
Anwendungsvorschrift 

Die Isolierung der DNA mittels des erfindungsgemaflen Verfahrens ist nachfolgend 
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beschrieben. 

Jeweils 200 jxl einer Vollblutprobe (EDTA behandelt; frisch) wurde in ein 1.5 ml 
Eppendorf-ReaktionsgefkB aberfohrt. 

Nach Zugabe von 350 lil eines Lysepuffers (CTAB, Polyvinylpyrolidone, 
Ammoniumchlorid, Tris, EDTA) und 20 fil Proteinase k (20 mg/ml) erfolgle eine 
Inkubation bei 70°C ftir 10 min zur Lyse des Ausgangsmaterials. 

Nach Lyse wurden 180 fxl eines Detergenz/Isopropanol-Gemisches zugegeben, die Probe 
kurz geschuttelt, nachfolgend auf eine kommerziell verfugbare Zentrifugationssaule (Fa. 
LIDA; Glasfasermembran) aberfiihrt und fur 2 min bei 12.000 rpm zentrifugiert. 
Die Saule vvurde dann zweimal mit einem ethanolhaltigen Waschpuffer (NaCl, Tris-HCl; 
EDTA, Ethanol) gewaschen (zentriftjgation bei 12.000 rpm; 1 min) und die Membran 
durch einen kurzen Zentrifugationsschritt getrocknet. Durch Zugabe von 200^1 
Elutionspuffer (10 mM Tris-HCI) wurde die gebundene DNA von der Filtermembran 
durch einen kurzen Zentrifugationsschritt ( 10,000 rpm; Imin) eluiert. 
Jeweils 10 jil der isolierten DNA aus beiden Extraktionsverfahren wurde zur Analyse auf 
ein 0.7% TAE-Agarosegel geladen und nach Ethidiumbromidfarbung analysiert. 
Verglichen wurde die Ausbeuten an genomischer DNA, deren Integrity (saubere 
Einzelbande ohne niedermoleulare Schmierbanden) und die Reproduzierbarkeit der 
Extraktionsvefahren. Wie zu ersehcn k6nnen mittels des erfindungsgemSBen Verfahrens 
bessere Ergebnisse als mittels des Vergleichsverfahrens erreicht werden (Abbildung 4). 

5. Vergleich der erfindungsgemaOen DNA Extraktion aus Vollblutproben (S fil) mit 
einem komerziellen Kit auf der Basis der Bindung der Nukleinsauren unter 
Anwesenlieit cbaotroper Saize 

Verglichen wurde die Isolierung genomischer DNA mittels des erfindungsgemaBen 
Verfahrens mit einem kommeiziell verf&gbaren und herkdmmlich genutzten Verfahren zur 
Isolierung genomischer DNA unter Nutzung chaotroper Salze zur Nukleinsaurenbindung. 
Die Extraktion genomischer DNA mittels des Vergleichsverfahrens erfolgte anhand der 
Anwendungsvorschrift. 

Die Isolierung der DNA mittels des erfmdungsgemaBen Verfahrens ist nachfolgend 
beschrieben. 

Jeweils 5 ^l einer Vollblutprobe (EDTA behandelt; frisch) wurde in ein 1.5 ml Eppendorf- 
Reaktionsgef&B uberfuhrt. 

Die Probe wurde durch Zuabe von 195 jil IxPBS Puffer auf ein Volumen von 200 ]i\ 
aufgeftillt und nach Zugabe von 350 pi eines Lysepuffers (CTAB, Polyvinylpyrolidone, 



wo 00/34463 



PCT/DE99/02248 



23 

Ammoniumchlorid, Tris, EDTA) und 20 \il Proteinase K (20mg/ml) erfolgte eine 
Inkubation bei 70^C fiir 10 min zur Lyse des Ausgangsmaterials. 
Nach Lyse wurden 180 ^1 eines Detergenz/Isopropanol-Gemisches zugegeben, die Probe 
kurz geschuttelt, nachfolgend auf eine kommerziell verfiigbare Zentrifugationssaule (Fa. 
LIDA; Glasfasermembran) uberfuhrt und fur 2 min bei 12.000 rpm zentriftigiert. 
Die Saule wurde dann zweimal mit einem ethanolhaltigen Waschpuffer (NaCl, Tris-HCl; 
EDTA, Ethanol) gewaschen (Zentrifugation bei 12.000 rpm; 1 min) und die Membran 
durch einen kurzen Zentrifugationsschritt getrocknet. Durch Zugabe von 200^1 
ElutionspufTer (10 mM Tris-HCl) wurde die gebundene DNA von der Filtermembran 
durch einen kuizen Zentrifugationsschritt ( 10,000 rpm; Imin) eluiert. 
Jeweils 20 ^1 der isolierten DNA aus beiden Extraktionsverfahren wurde zur Analyse auf 
ein 0.7% TAE-Agarosegel geladen und nach Ethidiumbromidferbung analysieri. 
Nachgewiesen und vA-glichen vnirde die Mdglichkeit der Isolierung genomischer DNA 
aus sehr geringen Mengen an Ausgangsmaterial und die Reproduzierbarkeit der 
Extraktionsvefahren. Wie zu ersehen konnen mittels des erfmdungsgemaCen Verfahrens 
bessere Ergebnisse als mittels des Vergleichsverfahrens erreicht werden (Abbildung 5). 

6.Vergleich der eiTmdungsgemaDen DNA Extraktion aus unterschiedUchen Arten 
tierischer Gewebeproben und unterscbiedlicher Mengen an Ausgangsmaterial mit 
einem kommerziellen Kit auf der Basis der Bindung der NukieinsSuren unter 
Anwesenheit chaotroper Salze 

Verglichen wurde die Isolierung genomischer DNA mittels des erfindungsgemaBen 
Verfahrens mit einem kommerziell vertiigbaren und herkdmmlich genutzten Verfahren zur 
Isolierung genomischer DNA unter Nutzung chaotroper Salze zur Nukleinsaurenbindung. 
Die Extraktion genomischer DNA mittels des Vergleichsverfahrens erfolgte anhand der 
Anwendungsvorschrift, 

Die Isolierung der DNA mittels des erfindungsgemafien Verfahrens ist nachfolgend 
beschrieben. 

Jeweils 5 mg bzw. 20 mg von Gewebeproben aus Schweineniere, Schweineherz und 

Schweineleber wurden in ein l.S ml Eppendorf-Reaktionsgefafi uberfuhrt. 

Der Probe wurden 400 jil eines Lysepuffers (CTAB, Polyvinylpyrolidone, 

Ammoniumchlorid, Tris, EDTA) und 40 \x] Proteinase K (20 mg/ml) zugegeben. 

Die Lyse des Ausgangsmaterials erfolgte durch Inkubation bei 52'^C . 

Nach der Lyse wurden durch einen kurzen Zentrifgationschritt (14.000 rpm; 1 min) 

eventuell nicht lysierte Bestandteile abzentrifugiert und der Oberstand in einem neuen 

Reaktionsgefifi mit 200 |il eines Detergenz/Isopropanol-Gemisches zugegeben, die Probe 
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kurz geschttttelt, nachfolgend auf eine kommerziell verfiigbare Zentrifugationssaule (Fa. 

LIDA; Glasfasermembran) aberfiihrt imd filr 2 min bei 12.000 rpm zentrifiigiert. 

Die Saule wurde dann zweimal mit einem ethanolhaltigen WaschpufFer (NaCl, Tris-HCl; 

EDTA, Ethanol) gewaschen (Zentrifugation bei 12.000 rpm; I min) imd die Membran 

durch einen kurzen Zentrifugationsschritt getrocknet Durch Zugabe von 200jil 

Elutionspuffer (10 mM Tris-HCl) wurde die gebundene DNA von der Filtermembran 

durch einen kurzen Zentrifugationsschritt ( 10,000 rpm; Imin) eluiert. 

Jeweils 10 fit der isoh'erten DNA aus beiden Extraktionsverfahren wurde zur Analyse auf 

ein 0.7% TAE-Agarosegel geladen und nach Ethidiumbromidftrbung analysiert. 

Nachgewiesen und verglichen wurde die M5glichkeit der Isolierung genomischer DNA 

aus verschiedenen Gewebeproben sowie verschiedener mengen an Ausgangsmaterial 

hinsichthch der Ausbeuten an genomischer DNA, deren Integrity (saubere Einzelbande 

ohne niedermoleulare Schmierbanden) und der Reproduzierbarkeit der Extraktionen. 

Wie zu ersehen k6nnen mittels des erfindungsgemaBen Verfahrens bessere Ergebnisse als 

mittels des Vergleichsverfahrens erreicht werden (Abbildung 6). 

7. DNA Extraktion aus Vollblutproben (200 yxl) mittels des erfindungsgemaBen 
Verfahrens und Bindung der NukleinsSuren an verscbiedene fur die Bindung uoter 
Vermittlung chaotroper Saize eingesetzter TrSgermateriaiien 

Dargestellt wird die Isolierung genomischer DNA mittels des erfindungsgemaBen 
Verfahrens aus 200 ^1 Vollblut und die Bindung der Nukleinsauren an fur die Isoherung 
von Nukleinsauren mittels chaotroper Agentien Verwendung findenden verschiedenen 
TrSgermateriaiien (Saulenmembranen und Suspensionen). 

Die Extraktion der DNA erfolgte v^e in Ausfuhrungsbeispiel 4 beschrieben, wobei anstelle 
der Glasfasemembran der Fa, LIDA verscbiedene weitere Tragermaterialien eingesetzt 
wurden. 

Jeweils 20 pi der isolierten DNA wurde zur Analyse auf ein 0.7% TAE-Agarosegel 
geladen und nach Ethidiumbromidfhibung analysiert. 

Wie in der Abbildung 7 zu ersehen, realisiert das erfmdungsgemaBe Verfahren die 
Bindung der Nukleinsauren an fiir die bisher bekannten chaotropen Verfahren eingesetzten 
unterschiedlichen Tragermaterialien. 
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8. Herstellung eines lagerstabilen Lysepuffersystems einschlieOlicb eines 
proteolytischen Enzyme (PufTermix 1) und Verwendung des Lysepuffersystems fQr 
die Isolierung genomischer DNA aus verschiedenen Ausgangsmaterialien 

Herstellung einer LysepufFerstammlOsung enthaltend 3M Kaliumchlorid, 2% CTAB; 18,2 
mM Tris-HCl (pH 8,3), 12,5 mM EDTA; 2,8% Polyvinylpyrrolidone. Aliquotieren von 
jeweils 400 jil der Stammldsung in 1.5 ml Eppendorf-ReaktionsgefaBe und Zugabe von 
40nl Proteinase K (20mg/ml). 

Lyophilisation der Lysepuffermixturen in einer Lyophilisationsanlage (Alpha 2; Fa. 
Christ). 

Nachfolgende Lagerung der LysepufTemiixturen in verschlossenen Reaiaionsgef^Ben bei 
Raumtemperatur fur 6 Monate. 

Die Extraktion der genomischen DNA erfoigte aus: 

A: 500^I Vollblut 

B: 400 \x\ Speichel probe 

C: Deparaffiniertem Gewebematerial. 

1. DNA Extraktion aus Vollblut 

Zugabe der 500 pi Vollblut auf die feste Formuiierung des Lysepuffers und Inkubation bei 
70^C fur 10 min, Zugabe von 200nl Isopropanol und Uberfiihrung der Suspension auf eine 
Zentrifugationssaule (Glasfaserflies). 

Zentrifiigation fur 2 min bei Maximalgeschwindigkeit und verwerfen des Zentrifiigates. 
Zugabe von 600 ^1 eies Waschpuffers (70% Ethanol, NaCl, Tris, EDTA), Zentrifugation 
fur 1 min bei Maximalgeschwindigkeit und verwerfen des Zentrifugates. Wiederholung 
des Waschschrittes. Nachfolgend Trocknung der Membran durch Zentrifugation fur 2 min 
bei Maximalgeschwindigkeit. 

Elution der DNA von der Membran durch Zugabe von 200 ^1 eines Elutionspuffers (70°C) 
und Zentrifugation fUr 1 min bei Maximalgeschwindigkeit. 

2. DNA Extraktion aus Speichelproben 

Zugabe der 500 pi Speichelprobe auf die feste Formuiierung des Lysepuffers und 
Inkubation bei 70X fur 10 min.Zugabe von 200pl Isopropanol und Uberfuhrung der 
Suspension auf eine Zentrifugationssaule (Glasfaserflies). 

Zentrifugation fur 2 min bei Maximalgeschwindigkeit und Verwerfen des Zentrifugates. 
Zugabe von 600 pi eines Waschpuffers (70% Ethanol, NaCl, Tris, EDTA). Zentrifugation 



wo 00/34463 



PCT/DE99/02248 



26 

filr 1 min bci Maximalgeschwindigkeit und Venverfen des Zentrifugates. Wiederholung 
des Waschschrittes. Nachfolgend Trocknung der Membran durch Zentrifugation fiir 2 min 
bei Maximalgeschwindigkeit 

Elution der DNA von der Membran durch Zugabe von 200 ^1 eines Elutionspuffers (70X) 
und Zentrifugation fiir 1 min bei Maximalgeschwindigkeit. 

3, DNA Extraktion aus deparaffiniertem Gewebe 

Zugabe des deparaffiniertem Gewebestackchens auf die feste Formulierung des 
Lysepuffers, Zugabe von 500 ^xl ddHiO und Inkubation bei 52°C ftir 30 min. 
Zugabe von 200^] Isopropanol und OberfUhning der Suspension auf eine 
Zentrifugationss^ule (Glasfaserflies). 

Zentrifugation fiir 2 min bei Maximalgeschwindigkeit und Verwerfen des Zentrifugates. 

Zugabe von 600 \x\ eies Waschpuffers (70% Ethanol, NaCl, Tris, EDTA), Zentrifugation 
fiir 1 min bei Maximalgeschwindigkeit und Verwerfen des Zentrifugates. Wiederholung 
des Waschschrittes. Nachfolgend Trocknung der Membran durch Zentrifugation fiir 2 min 
bei Maximalgeschwindigkeit. 

Elution der DNA von der Membran durch Zugabe von 200 \il eines Elutionspuffers (TO'^C) 
und Zentrifugation fiir 1 min bei Maximalgeschwindigkeit. 

Die extrahierte DNA wurde anschlieBend gelelektrophoretisch analysiert. 
Dazu wurden jeweils 1/10 des Gesamteluates an DNA aufgetragen (Abb. 8). 

9. HerstelluDg eines iagerstabilen Lysepuffersystems einschlieBlich Proteinase K 
(PufTermix 2) und Verwendung des Lysepuffersystems fOr die Isoliening 
genomischer DNA aus 8 individuellen 100 fil Vollblutproben 

Herstellung einer Lysepufferstammldsung enthaltend 3 M Ammoniumchlorid; 2% 
Polyvinylpyrolidone; 16,7 mM EDTA; 60 mM Tris-HCl; 1,6 % CTAB; 20 fil Proteinase 
K.(20 mg/ml). 

Aliquotieren von jeweils 400 \il der StammlSsung in 1.5 ml Eppendorf-Reaktionsgef&Be 
und Inkubation der gedffneten Eppendorf-Reaktionsgef&Be in einem Thermomixer bei 
95T bis zur vollstandigen Eintrocknung. Nachfolgend VerschlieBen der ReaktionsgeMe 
und Lagerung fiir 12 Monate bei Raumtemperatur. 

DNA Extraktion aus Vollblut 

Zugabe der 100 ^1 Vollblut auf die feste Formulierung des Lysepuffers und Inkubation bei 
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WC filr 10 min. Zugabe von 20 ^l einer mineralischen Carrier Suspension auf Siltcabasis 
und kurzes Mixen. Inkubation des Ansatzes f&r 1 min. Peiletierung des Trdgermaterials 
durch kurzes Anzentrifugieren. Waschen des Tragerpellets mit 800 nl eines WaschpufFers 
(70% Ethanol, NaCl, Tris, EDTA) und nachfolgende Entfemung des restlichen Ethanols 
durch Inkubation bei 70°C. Elution der DNA vom Tragermaterial durch Zugabe von 200 
jil eines auf 70^C erwamiten Elutionspuffers (10 mM Tris-HCl; pH 8,69 und Abtrennung 
der Nukleinsaure vom Tragermaterial durch 1 minOtige Zentrifugation bei 
Maximalgeschwindigkeit filr Imin sowie Oberfuhrung der Nukleinsaure in ein neues 
ReaktionsgeM.Die extrahierte DNA wurde anschlieBend geleiektrophoretisch analysiert 
Dazu vmrden jeweils 1/10 des Gesamteluates an DNA aufgetragen (Abb. 9). 

10. Isoliening genomischer DNA aus peripheren Blutlymphocyten durch direkte 
Bindung an funktionalisierte OberflSchen einer Mikrotestplatte 

Als Mikrotestplatte wurde eine kommerziell verfugbare Platte mit einer COO* 
Gruppenbelegung verwendet, 

Jeweils ein Streifen der Platte (8- Wells) mit funktionellen Gruppen und eine Streifen ohne 

COO'Gruppenn als Negativkontrolle wurde fiir die Isolierung verwendet. 

Alle Wells wurde mit 30 nl peripherer Blutlymphocyten in 1 x PBS Puffer beladen und mit 

ISOfil eines LysepuflFers (Ammoniumchlorid; CTAB; Polivinylpyrolidone, Tris-HCl; 

EDTA; Proteinase K) vereetzt und bei 70°C fiir 5 min inkubiert. Danach erfolgte die 

Zugabe von 80 \x\ eines Detergenz/Isopropanol-Gemisches. Die Ansatze wurden kurz 

geschuttelt und fiir 5 min inkubiert. AnschlieBend wurde die Ldsungen aus den Wells 

abgegossen. Jedes Well wurde nachfolgend 2 x mit einem ethanolhaltigen WaschpufFer 

gespult und der restliche Ethanol durch kurze inkubation bei 70^C entfemt. 

Die Elution der Nukleinsauren erfolgte durch Zugabe von 25 |il lOmM Tris-HCl und einer 

Inkubation f&r 2 min. 

Die Eluate wurde anschlieBend auf einem 0.7% Aggarosegel ausgewertet (Abbildung 10) 
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Patentansprache 

1. Formulierungen ohne chaotrope Bestandteile zur Isolierung von Nukleinsauren unter 
Bindung an eine feste Phase, insbesondere von DNA aus beliebigen komplexen 

S Ausgangsmaterialien enthaltend 

- ein Lyse/BindungspufFersystem, das mindestens eine antichaotrope 
Salzkomponente aufweist, 

- eine feste Phase. 

- an sich bekannte Wasch- und ElutionspufTer. 

10 

2. Formulierungen nach Anspruch I, dadurch gekennzeichnet, daB 

die antichaotrope Komponente ein Ammonium-, Casium-, Natrium- und/oder 
Kaliumsalz ist, vorzugsweise Ammoniumchlorid. 

15 3, Formulierungen nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB 

das Lyse/Bindungspuffersystem Detergenzien und ggf. Zusatzstoffe aufweist. 

4. Formulierungen nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB 

Deteigenzien und Zusatzstoffe Tris-HCl, EDTA, Polyvinylpyrrolidone, CTAB, 
20 TritonX- 1 00, N-Laury l-Sarkosin, Natriumcitrat, DTT, SDS und/oder Tween sind. 

5. Formulierungen nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB 

das Lyse/Bindungspuffersystem zur Bindung an die feste Phase einen Alkohol 
aufvsreist. 

25 

6. Formulierungen nach einem der Anspniche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB 

das Lyse/BindungspufFersystem Enzyme, vorzugsweise Protein-abbauende Enzyme, 
auiweist. 

30 7. Formulierungen nach einem der AnsprQche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dafi 
das Lyse/Bindungspuffersystem als wdsserige Ldsung vorliegt. 

8. Formulierungen nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB 
das Lyse/Bindungspuffersystem als feste lagerstabile Formulierung in einsatzfertigen 
35 ReaktionsgeflBen vorliegt 
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9. Formulierungen nach einem der AnsprOche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dafi 

als feste Phase alle Tragermaterialien fungieren, die zur Isolierung mittels chaotroper 
Reagentien Anwendung finden, vorzugsweise Glafaservliese, Glasmembranen, GlSser^ 
Zeolithe, Keramik, Siliciumtrftger. 

10. Formulierungen nach einem der Ansprilche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB 

als feste Phase Tragermaterialien fungieren, die eine negativ funktionalisierte 
Oberflache besitzen oder funktionalisierte Oberfiachen aufweisen, die in ein negatives 
Ladungspotential aberf&hrt werden kOnnen. 

1 1. Formulierungen nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daB 

die Oberflache des Tragermaterials mit einer Acetylgruppe, Carboxylgruppe oder 
Hydroxy! gruppe modifiziert ist. 

12. Verfahren zur Isolierung von NukleinssLuren, insbesondere von DNA, aus beliebigen 
komplexen Ausgangsmateriah'en unter Verwendung von Formulierungen nach einem 
der Anspniche 1 bis 9. dadurch gekennzeichnet, daB 

das Ausgangsmaterial lysiert wird, 

die Bindung der Nukleinsauren an eine feste Phase erfolgt, 

die am TrSger gebundenen Nukleinsauren gewaschen vs^erden und die 

Elution der Nukleinsauren erfolgt. 

13. Verfahren zur Isolierung von Nukleinsauren nach Anspruch 12, dadurch 
gekennzeichnet, dafi man das DNA enthaltende Material mit einem 

- Lyse/BindungspufFersystem, umfassend eine wasserige Losung, die eine 
antichaotrope Salzkomponente, mindestens ein Detergenz, ggf. ZusatzstofFe sowie 
ggf ein proteoiytischen Enzym enthalt, und 

- mit einer festen Phase ggf unter Zusatz eines Alkohols in Kontakt bringt, 

- anschlieBend wascht und die Nukleinsaure von der festen Phase lost. 

14. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, daB Ausgangsmaterialien 
kompakte Pflanzenmaterialien, wie Friichte; Samen; Blatter, Nadeln etc., klinisch 
relevante Proben, wie Vollblut; Gewebe, Mikrobioptate, paraffinierte Materialien, 
ercp-proben, Tupfermaterial von Abstrichen, Lebensmittel, wie Fisch, Wurst, 
Konserven, Milch, forensischen Proben, wie Haarwurzeln, Zigarettenkippen, 
Blutspuren und andere Proben, die DNA enthalten, sind. 
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15. Verfahren nach einem der Anspiliche 12 bis 14, dadurch gekennzeichnet, daB die 
lonenstaricen der antichaotropen Saize zur Lyse/Bindung zwischen 0,1 und 8 M liegen. 

16. Verfahren zur Isolierung von NukleinsSuren, insbesondere von DNA, aus beliebigen 
komplexen Ausgangsmaterialien unter Verwendung von Formulierungen nach einem 
der Anspniche 1 bis 8 und 10 bis 1 1, dadurch gekennzeichnet, daB 

- das Ausgangsmaterial in einem ^Single Tube"- bzw. Einschritt- Verfahren mit einer 
negativ funktionalisierten Oberflfiche oder dessen Oberfl^che chemisch so modifiziert 
ist, daO sie in ein negatives Ladungspotential flberfiihrt werden kann, in Kontakt 
gebracht und lysiert wird , 

- die Bindung der Nukieinsaure die Oberflache erfolgt, 

- die gebundene Nukieinsaure gewaschen und ggf elutiert wird. 

17. Verfahren nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, daB 

negativ funktionalisierte Oberfachen entsprechend modifizierte planare Oberflachen, 
Filtermembranen, herrkOmmHche PlastikgefiBe oder Mikrotestplatten sind. 

18. Verfahren nach Anspruch 16 oder 17, dadurch gekennzeichnet, daB die Nukieinsaure 
anschlieBend im gleichen Reaktionsansatz einer Amplifikationsreaktion ausgewahlter 
Sequenzabschnitte unterzogen und ggf daran anschlieBend eine Analyse der 
Gensequenzen durchgefuhrt wird. 

19. Verfahren nach Anspruch 16 oder 17, dadurch gekennzeichnet, daB die Nukieinsaure 
anschlieBend im gleichen Reaktionsansatz hybridisiert oder sequenziert wird. 

20. Verwendung antichaotroper Komponenten in einem Lyse/Bindungspuffersystem zur 
Isolierung und Reinigung von Nukleinsauren unter Bindung an eine feste Phase. 

21. Verwendung nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, daB antichaotrope 
Komponenten Ammonium-, Casium-, Natrium- und/oder Kaliumsalze sind, 
vorzugsweise Ammoniirnichlorid. 

22. Verwendung nach Anspruch 20 oder 21, dadurch gekennzeichnet, daB zur 
Lyse/Bindung die antichaotrpen Salze in lonenstarken von 0,1 bis zu 8 M eingesetzt 
werden. 



23. Verwendung nach einem der AnsprQche 20 bis 22, dadurch gekenzeichnet, daB das 
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Lyse/Bindungspuffersystem als wasserige Ldsung eingesetzt wird 

24. Verwendung nach einem der AnsprQche 20 bis 22, dadurch gekenzeichnet, dafi das 
Lyse/Bindungspuffersystem als feste lagerstabile Formulierung vorliegt. 

5 

25. Verwendung nach einem der Anspniche 20 bis 24 zur praparativen Isolierung und 
Aufireinigung fiir DNA zum Einsatz in der Gentberapie. 
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Spuren: 

1- ZwiebeI (frisch); 

2- Schnittlauch (frisch; griin) 

3- SchnittIauch (frisch; griin) 

4- Geranie (hangend; Blflten und BlSttenfrisch) 

5- Geranie (stehend; B latter ;frisch) 

6- Eibe (Nadeln; frisch) 

7- Mauseschwanzgras (frisch; Blatter; griin) 

8- Reinfam (frisch; griin; Blatter 
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Spuren: 

1-Vollblut gefrorcn; 50^1, 2-Vollblut; 
lOOul, 3-Gurke; 50 mg, 4- 
Tomatenpflanzenblatt; lOOmg; 
5-Speichelprobe; lOOjil, 6-Geflugellebcr; 
Lebensmittel gefroren; 5mg, 7- 
Gefliigelleber, Lebensmittel gefroren; 
20mg, 8-Haarwurzel, 9-Putensalanii; 
50mg, IO-Eibe,Nadeln, lOOmg 




Spuren 1-6: DNA aus Astrichproben der Mundschleimhaut 
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Abbildun^ 4 

] 2 3 4 5 6 7 8 9 JO II 12 13 14 15 16 17 18 19 20 




Spuren: 

I- 10: erfindungsgemaBesExtraktionsverfahren 

I I- 20: Verglcichsverfahren 
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Spuren: 

1- 4: erfindungsgemaBes Extraktionsverfahren 
5- 8: Vergleichsverfahren 
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Abbildunp 6 




Spuren: 

1 : erfindungsgemaBes Extraktionsverfahren; 5 mg Niere 

2: Vergleichsverfahren; 5 mg Niere 

3: erfindungsgemaBes Extraktionsverfahren; 20 mg Niere 

4: Vergleichsverfahren; 20 mg Niere 

S: erfindungsgemaBes Extraktionsverfahren; Smg Herz 

6: Vergleichsverfahren; 5 mg Herz 

7: erfindungsgemaBes Extraktionsverfahren; 20 mg Herz 

8: Vergleichsverfahren; 20 mg Herz 

9: erfindungsgemaBes Extraktionsverfahren; Smg Leber 

10: Vergleichsverfahren; 5 mg Leber 

1 1 : erfindungsgemaBes Extraktionsverfahren; 20 mg Leber 

12: Vergleichsverfahren; 20 mg Leber 
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Abbildung 7 



I 2 3 4 5 6 7 8 9 10 




Spuren: 

1/2: Membran Anbieter A (kommerziell verfiigbarer Extraktionskit) 

3/4: Membran Anbieter B (kommerziell verfugbarer Extraktionskit) 

5/6: Membran Anbieter C (kommerziell verfugbarer Extraktionskit) 

7/8: TrMgersuspension aus Siliziumdioxid 

9/10: Tragersuspension aus Diatomenerde 

11/12: Tragersuspension aus Aerosilen (200 m^/g ) 
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Spuren: 

M: DNA exirahiert aus Speichelproben 

5-6: DNA exirahiert aus Vollblut 

7-8: DNA extrahicrt aus deparaffiniertem Gewebematerial 
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Recherchieita aber nicm aim MinddstprOfstoff gehorende VeroffemiKhungen. soweit dieae untor die recherchieitan Gebiete fallen 



W&hrend der intamattonalan Recherche konsuitiene elektronische Oatenbank (^4ame der Datent>ank und evtl. verwendele Suchbegriffe) 



CALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Katsgorie* 


Bazeichnung der VarSltsntlichung, sowait artordartich unter Angabe der in Betracltt kotnmenden Taile 


Belr. Anspruch Nr. 


A 


WO 96 18905 A (UNIV NIJMEGEN ;KUPPEVELT 
ANTONIUS HENRICUS MI (NL); LEST CHRISTIAA) 
20. Juni 1996 (1996-06-20) 
Seite 3, Zelle 39 -Selte 7, Zelle 36 




A 


EP 0 648 776 A (BECTON DICKINSON CO) 
19. April 1995 (1995-04-19) 
Selte 2. Zelle 50 - Zelle 51 




A 


US 5 693 785 A (DOWN JAMES ARTHUR ET AL) 

2. Dezember 1997 (1997-12-02) 

Zusanunenfassung 

Spalte 7, Zelle 4 - Zelle 8 




A 


EP 0 442 026 A (TALENT SRL) 

21. August 1991 (1991-08-21) 

Spalte 2, Zelle 4 -Spalte 3, Zeile 9 

-/-- 





Welter© Veroffentlichungan sind der Foitsetzung von FeW C zu 
entnehmen 



El 



Siehe Anhang Patenttainiiie 



* Besondere Kategorien von angegebenen Verd«entlichur>gen T 
'A' Verdffentlichung, die den allgemeinen Stand der TechnBc definiert. 
at>er nicht als besondsrs bedeutsam anzusehen 

'E* alleree Dokument, das jedoch erst am Oder nach dem intemationalen 
Anmeldedatum verdftenilictn worden ist 

V Vereflentlichung. die geeignet tst. etnen Prioritdtaanspnich zweifelhafl er- 
scheinen zu laseea Oder durch die das Verfiffentltehungsdatum einer 
anderen im Recharchenbericht genannten Var8ffenUk:hmg betegt werden ^ 
sol Oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefOhrt) 

'Xy Ver6ffentiichung. die sich auf eine mundltehe Offenbarung, 

eine Benutzung, eine Ausstellung odor andare MaBnahmen bezieht 
T* VefOftenUichung. die vor dem Intemationalan Anmeldedatum, aber nach ... 
dem beanspmchten Priorititadalum verdnantUcW wonten im « 



' Spatere Verdtrentttchung, die nach dem Intemationalen Anmeldedatum 
Oder dem Prtorit&tsdatum verdffentlicnt worden ist und mit der 
AnmeMung nicht kolikSert, sondem nur zum Veretfindnis dee der 
Erfindung zugrundeitegenden Prinzips oder der ihr zugnindellegenden 
Theone angegeben tst 
' Vei6lfentlk:hung von besonderar Bedeutung: die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgrund dieser Verdflentlk:hun9 nk:ht ale neu Oder auf 
Off Inderischer TAtigkeil benjhend betrachtet werden 
" Ver&ffentlk:hung von tMSortderer Badeutung; die beanspnjchte Erftr^ung 
kann nicht als auf offinderischer Tdtigkeit beruhend betrachtet 
woftian, wenn die VerStfenlltehung mit eIner Oder mehreren anderen 
Verdffentlichungen dteser Kategorie In Veitotndung gebracht wird und 
dieae Verbindung fOr einen Fachmann nahellegend tst 
Verfirfentllehung. die Mitglied derseben Patentfamil^ ist 
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 


In jtionales Aktenzeichen 

PCT/OE 99/02248 


C.(Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHEN6 UNTERLAGEN 


Kategone* 


BezoKhnung der VerdWentlichung, soweit erfordertich unter Angabe der in Betracht komnrwnden Teile 


Betr. Anspruch Nr. 


A 


EP 0 512 767 A (BECTON DICKINSON CO) 
11. November 1992 (1992-11-11) 
Zusammenfassung 
Anspruche 1-10; Bei spiel 4 






A 

A 


EP 0 376 080 A (TALENT SRL) 
4. Juli 1990 (1990-07-04) 
das ganze Dokument 

WO 95 34569 A (BENDZKO PETER ;HILLEBRAND 
TIMO (DE); INVITEK GMBH (DE); PETERS LAR) 
21. Dezember 1995 (1995-12-21) 
das ganze Dokument 







Fomtttn PCTASA/210 (Fbcmsung von Bta02) (JuB 1092) 
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

AngaiMii zu Veroftentlichiuigen. die zur soll>enPaiontfamili8 getibren 



Int. .ionaies Aktenzeichen 

PCT/DE 99/02248 



im Recherchenberictit 
angetOhrtes Patentdokument 


Datum der 

Verdffentlichung 


Mltglied(er) der 
Paientfamilie 


Datum der 
VerOffentHchung 


WO 9618905 A 


20-06-1996 


NL 


9402122 


A 


01-07-1996 






AU 


4124396 


A 


03-07-1996 






EP 


0797778 


A 


01-10-1997 






JP 


10512139 


T 


24-11-1998 



EP 0648776 A 19-04-1995 US 5503816 A 02-04-1996 

DE 69421885 D 05-01-2000 

JP 7177886 A 18-07-1995 

US 5674997 A 07-10-1997 



US 5693785 A 02-12-1997 



US 


5342931 A 


30-08- 


•1994 


AU 


663915 B 


26-10- 


•1995 


AU 


3303593 A 


19-08- 


•1993 


BR 


9300567 A 


17-08- 


•1993 


CA 


2089119 A 


14-08- 


•1993 


DE 


69324716 0 


10-06- 


•1999 


DE 


69324716 T 


09-09- 


•1999 


EP 


0555798 A 


18-08- 


1993 


JP 


2608669 B 


07-05- 


1997 


JP 


6022762 A 


01-02- 


1994 


MX 


9300713 A 


01-09- 


1994 



EP 0442026 A 21-08-1991 IT 1240870 B 17-12-1993 

AT 132158 T 15-01-1996 

AU 7029691 A 15-08-1991 

CA 2019911 A 14-08-1991 

OE 69024477 D 08-02-1996 

DE 69024477 T 15-05-1996 

JP 5015373 A 26-01-1993 



EP 0512767 


A 


11- 


-11- 


■1992 


CA 


2067711 A 


04-11-1992 












DE 


69212216 D 


22-08-1996 












DE 


69212216 T 


02-01-1997 












JP 


5268963 A 


19-10-1993 












JP 


7051065 B 


05-06-1995 












SG 


49924 A 


15-06-1998 












US 


5405951 A 


11-04-1995 


EP 0376080 


A 


04- 


-07- 


•1990 


IT 


1226210 B 


21-12-1990 












CA 


2006185 A 


22-06-1990 


UO 9534569 


A 


21- 


-12- 


-1995 


DE 


4422040 A 


21-12-1995 












DE 


4422044 A 


21-12-1995 












DE 


4447015 A 


04-07-1996 












AT 


184013 T 


15-09-1999 












DE 


59506735 D 


07-10-1999 












EP 


0765335 A 


02-04-1997 












JP 


10501246 T 


03-02-1998 



Fonnblas PCT^SA^o (Anhang Patentfan^HJui 1 992) 



